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Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Juli 2004 bis Juni 2007 im Lehr- und 
Forschungsgebiet Biomaterialien von Prof. Dr. Lothar Elling, Institut für Biotechnologie 
und Helmholtz-Institut für Biomedizinische Technik der Rheinisch-Westfälischen 
Technischen Hochschule Aachen angefertigt. Die chemischen Synthesen des β-D-
GlcNAc-Linker-Azid und des β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc wurden in der 
Arbeitsgruppe Biotransformation von Prof. Dr. Vladimir Kren, Institut für Mikrobiologie, 
Akademie der Wissenschaften der Tschechischen Republik, Labor für 
Biotransformation und Nationales Zentrum für Biokatalyse und Biotransformation 
durchgeführt. Die proteinanalytischen Untersuchungen mit bakteriellen 
Glykosyltransferasen für die Synthese und für weitergehende Modifikationen von 
Poly-LacNAc-Strukturen erfolgten in der Arbeitsgruppe Glykosyltransferasen und 
Neuroglycomics von Dr. Warren W. Wakarchuk am National Research Council in 
Kanada. Am Deutschen Wollforschungsinstitut an der Rheinisch-Westfälischen 
Technischen Hochschule Aachen unter der Leitung von Prof. Dr. Martin Möller wurden 
die Oberflächenfunktionalisierungsarbeiten von Hydrogelen mit Oligosacchariden 
durchgeführt. 
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SUMMARY 
PEG-bound Oligosaccharides as Biomolecular Recognition Structures  
on Surfaces 
 
The targeting of cells to biomaterial surfaces can be achieved by functionalization of 
the interface with specified biomolecular recognition structures. The aim is the 
production of biohybrid systems with nano- and micro-structured surfaces to control the 
molecular mechanism of the cell. The cell surface is very “sweet” and is surrounded by 
a thick layer of sugars. These sugar chains are arranged like antennas which act as 
recognition structures and information carriers. One important glycan structure is poly-
N-acetyllactosamine (poly-LacNAc) that fulfils the major function during inter- and 
intracellular communication events. This sugar structure has been identified as 
important ligand for galectin-mediated cell adhesion to extra-cellular matrix 
glycoproteins (laminin, fibronectin). Therefore poly-LacNAc shall be synthesized by 
chemo-enzymatic methods, coupled to specialized surfaces and characterized for the 
biomaterial research. 
 
The first step of the synthesis strategy comprised the chemical synthesis of β-
glycosides of GlcNAc to facilitate a controlled coupling onto chemically functionalized 
surfaces (cooperation with Prof. Dr. Kren, ASCR, Czech Republic). The best result 
could be reached with the product β-D-GlcNAc-linker-NH2-tBoc which can be easily 
attached to amino-reactive surfaces. In a further step the glycoside was converted as 
acceptor substrate by human and bacterial β1,4-galactosyltransferases for the 
production of LacNAc in a biocatalytical one-pot-reaction (cooperation with Dr. W. W. 
Wakarchuk, NRC, Canada). The fusion protein His6-propeptide-β4GalT-1 turned out to 
be the most productive enzyme. It showed a preference for hydrophobic substrates by 
quantitative conversion of 5 mM acceptor substrate in 3 h. The enzymatic synthesis of 
poly-LacNAc structures was accomplished by the combination of His6-propeptide-
β4GalT-1 with β3-GlcNAcT from Helicobacter pylori. Kinetic data and conditions for an 
optimal conversion of the hydrophobic substrates were determined. Even more, the 
 
SUMMARY 
 
4 
produced defined poly-LacNAc structures were used as acceptor substrates for further 
enzymatic modifications corresponding to nature or for a specific enzymatic labelling 
with UDP-Gal-biotin.  
 
The functionalised LacNAc and poly-LacNAc structures could be easily purified by solid 
phase extraction. A deprotection step yielded the amino-terminating sugar structures 
which were subsequently coupled to functionalised microtiter plates. The 
functionalisation of amino reactive microtiter plates was a suitable small scale test 
system. The detection of the immobilized structures could be done with commercially 
available lectins or with the recombinantly expressed fungal galectin His6CGL2. Even 
more, an enzymatic procedure could be established to label sugar structures in a 
specific and more sensitive way. Finally, the binding of extracellular glycoproteins 
(laminin, fibronectin) to the functionalized microtiter plates could be shown. 
 
After establishing the chemical and enzymatic synthesis of the poly-LacNAc structures, 
their immobilization onto surfaces and their detection work should be started with 
biomaterial surfaces. Therefore functionalization experiments were done with PEG-star 
surfaces in a close cooperation with Prof. Dr. Möller (DWI, RWTH Aachen). It could be 
shown that it was not only possible to immobilize the glycans onto the surface but also 
to be build up an artificial extracellular matrix via the galectin His6CGL2 with collagen 
IV, fibronectin and laminin. Finally, these biofunctionalized surfaces could be used for 
targeted cell adhesion by poly-LacNAc- and galectin-mediated binding of collagen IV. 
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ABKÜRZUNGEN 
α3GalT α1-3-Galaktosyltransferase 
β3GlcNAcT β1-3-N-Acetylglukosaminyl-Transferase 
β4GalT β1-4-Galaktosyltransferase 
CHis6SulfoT Rekombinante humane Histidin getaggte 
Keratansulfat-Galaktose-6-Sulfotransferase 
CMP-NeuAc Cytidinmonophosphat-N-Acetylneuraminsäure 
CRD Kohlenhydrat erkennende Region  
CST-I α2-3-Sialyltransferase von Campylobacter jejuni 
Di-LacNAc Zwei LacNAc-Disaccharideinheiten 
[Tetrasaccharid:  
Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)GlcNAc]  
E. coli Escherichia coli 
ECM Extrazelluläre Matrix 
ELISA Enzym-gekoppelter immunologischer Nachweis  
EMK Erlenmeyerkolben 
D-Gal D-Galaktose 
Galili-Epitop Galili-Trisaccharid (Gal(α1-3)Gal(β1-4)GlcNAc) 
D-GlcNAc N-Acetyl-D-glukosamin 
β-D-GlcNAc-Linker-Azid N-Acetyl-β-D-glukosamin mit einer aliphatischen 
Modifikation am C1 mit einer terminalen 
Azidgruppe (Substanz [11]) 
D-Glc D-Glukose 
HB4GT Expressionsplasmid und das Fusionsprotein 
bestehend aus MalE und der katalytischen 
Domäne der humanen β4GalT-1 
His6CGL2 Rekombinantes N-terminal Histidin getaggtes 
CGL2  (Galektin 2 aus Corpinopsis cinerea) 
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His6Propeptid-catβ4GalT-1 Fusionsprotein bestehend aus dem Propeptid 
der Lipase von Staphylococcus hyicus und der 
katalytischen Domäne der humanen β4GalT-1 
HP0826 Expressionsplasmid der β4GalT aus 
Helicobacter pylori 
MalE-HP0826 Expressionsplasmid des Fusionsproteins 
bestehend aus MalE und der β4GalT aus 
Helicobacter pylori 
JHP1032 Expressionsplasmid der β3GlcNAcT aus 
Helicobacter pylori 
IC50 Inhibitorischer Koeffizient bei 50% Inhibierung 
Kis (app) Scheinbare Substratinhibitionskonstante 
Km (app) Scheinbare Michaelis-Menten-Konstante 
LacNAc N-Acetyllaktosamin (Gal(β1-4)GlcNAc) 
LgtB β4GalT aus Neisseria meningitidis 
lumβ4GalT-1 Luminaler Anteil der humanen β4GalT-1 
MalE Maltose Binding Protein 
MC58 Expressionsplasmid für die LgtB 
NST α2-3-Sialyltransferase von Neisseria 
meningitidis 
pAP-Gal para-Aminophenyl-Galaktose (Substanz [19]) 
pCPG13 Expressionsplasmid für die UDP-Glukose 4´-
Epimerase aus Campylobacter jejuni 
pDR195 Expressionsplasmid für die Sucrose Synthase 1 
aus  Kartoffel 
PEG Polyethylenglykol 
pET12a- His6α3GalT Expressionsplasmid für die Histidin getaggte 
α1-3-Galaktosyltransferase aus Maus 
pET14b-His6CGL2 Expressionsplasmid für das Histidin getaggte 
CGL2 
pET14b-His6UDP-Glukose 4´-
Epimerase 
Expressionsplasmid für die Histidin getaggte 
UDP-Glukose 4´-Epimerase aus S. cerevisiae 
pET22b-lumβ4GalT-1 Expressionsplasmid für die lumβ4GalT-1 
plGalT∆38 Expressionsplasmid für die Propeptid-
natβ4GalT-1 
pNP-Zucker para-Nitrophenyl-Zucker 
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Poly-LacNAc Poly-N-Acetyllaktosamin 
Propeptid-natβ4GalT-1 Fusionsprotein betstehend aus dem Pre-
Propeptid der Lipase von Staphylococcus 
hyicus und Teil der humanen β4GalT-1 
pTS05 Expressionsplasmid für die His6Propeptid-
catβ4GalT-1 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
Sialyl-Zucker-NH2-tBoc α2-3-sialylierte Zuckerstrukturen mit einer 
aliphatischen Modifikation am C1 mit einer tBoc 
geschützten Aminogruppe 
SuSy 1 Sucrose Synthase 1 
Tri-LacNAc Drei LacNAc-Disaccharideinheiten 
[Hexasaccharid: Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-
4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)GlcNAc] 
U Unit, Enzymaktivitätseinheit 
UDP Uridin-5´-Diphosphat 
vmax (app) Scheinbare maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit 
YEplac195-PvuIICGL2inverse Expressionsplasmid für das Galektin CGL2  
Zucker-Linker-NH2-tBoc Zucker mit einer aliphatischen Modifikation am 
C1 mit einer tBoc geschützten Aminogruppe 
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EINLEITUNG 
1.1 Biologische Prinzipien der Zelladhäsion 
Die Fähigkeit von Zellen untereinander und zu ihrer Umgebung, der 
extrazelluären Matrix (ECM), eine feste Bindung aufzubauen ist die essentielle 
Grundlage für multizelluläre Organismen (Morgan et al., 2007). 
Dementsprechend tritt die ECM während der Evolution zusammen mit dem 
Vorkommen der ersten multizellulären Invertebraten auf. Deren heutigen 
Nachfahren besitzen die gleichen makromolekularen Komponenten in der ECM, 
nämlich Kollagene, Proteoglykane und Glykoproteine. Daneben erscheinen 
auch neue, hochkonservierte Matrix-Domänen in multizellulären Organismen. 
Ursprüngliche Proteine wurden im Laufe der Evolution genetisch so verändert, 
dass neue Moleküle erschaffen wurden, deren Funktion auch heute noch 
erforscht werden muss (Tanzer, 2006). 
Grundsätzlich bildet die ECM den Rahmen für eine erfolgreiche Zelladhäsion 
und Gewebeentwicklung (Tanzer, 2006). Diese Mikroumgebung ist ein stark 
hydratisiertes Netzwerk bestehend aus drei Hauptbestandteilen. Als erstes 
wären die unlöslichen Makromoleküle zu nennen, die als physikalische Signale 
dienen. Dazu zählen neben dem fibrillären Protein Kollagen auch die nicht-
kollagenartigen Glykoproteine Laminin und Fibronektin sowie hydrophile 
Proteoglykane mit ihrem hohen Gehalt an Glykosaminoglykanen. Die weiteren 
beiden Substanzklassen der ECM stellen die löslichen Makromoleküle, 
bestehend aus u.a. Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine, und die 
Oberflächenproteine von benachbarten Zellen dar (Lutolf und Hubbell, 2005).  
Die Gewebezellen sind strukturell und funktionell in dieser Umgebung integriert, 
welches durch einen hochorganisierten Prozess mit tausenden von 
dynamischen Verbindungen realisiert wird. Durch einen bidirektionalen 
Informationsfluss zwischen der Zelle und der extrazellulären Matrix wird die 
Entscheidung zur Differenzierung, Migration, Proliferation oder anderen 
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spezifischen Funktionen getroffen (Lutolf und Hubbell, 2005; Dumic et al., 2006). 
Adhäsionsrezeptoren der Zellen stehen deswegen nicht nur mit der ECM in 
Verbindung, sondern gewährleisten auch eine bidirektionale Kommunikation 
zwischen dem Zellinneren und der Zelloberfläche (Morgan et al., 2007).  Diese 
Zelloberflächen-Rezeptoren gehören primär zu den zwei Genfamilien der 
Integrine und der Syndekane. Fast alle ECM-Moleküle besitzen Bindungsstellen 
für beide Rezeptortypen.  
Integrine sind eine Familie von transmembranen Glykoproteinen, die nicht-
kovalente Heterodimere bilden. Die extrazelluläre Domäne der Integrine 
interagiert mit verschiedenen Liganden, wie zum Beispiel mit ECM-
Glykoproteinen und mit Zelloberflächenrezeptoren. Als Beispiele wären hier 
Kollagene, Laminin und Fibronektin zu nennen (Morgan et al., 2007).  
Dagegen sind Syndekane eine Familie von in der Membran interkalierten 
Proteoglykanen, jedes bestehend aus einem Proteinkern mit kovalent 
gebundenen Zuckerketten. Die Syndekane agieren als Rezeptoren für ECM-
Proteine und für Wachstumsfaktoren. Speziell durch ihre flexible 
Glykosaminoglykankette können sie mit verdünnten oder mit von der 
Zellmembran entfernten Liganden interagieren (Morgan et al., 2007). 
Innerhalb der letzten 10 Jahre ist auch eine neuartige Proteingruppe in den 
Fokus der Zell-Adhäsionsforschung gerückt: die Galektine. Galektine sind 
kohlenhydratbindende Proteine, die keinen Enzym- oder Antikörpercharakter 
besitzen (Brooks et al., 2002).  Sie kommen in Pilzen, Nematoden, Insekten, 
Vertebraten und sogar in Viren vor (Cooper, 2002). Homologe Strukturen 
wurden ebenso in Pflanzen entdeckt, jedoch bisher nicht in Hefen (Camby et al., 
2006). Speziell die beschriebene Interaktion der Galektine mit Poly-LacNAc-
Strukturen von Zellmembranbestandteilen und extrazellulären glykosylierten 
Matrixproteinen beweisen ihre Funktion als Modulatoren der Zelladhäsion und 
ihre große Bedeutung für die Biomaterialforschung (Hughes, 2001; Hughes, 
2004). Dies kann durch die multivalente Organisation der Galektine realisiert 
werden (Cooper, 2002), wie es beispielhaft für das pilzliche Galektin CGL2 aus 
dem blauen Tintling (Coprinopsis cinerea) in der Abbildung 1 gezeigt ist. 
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Abbildung 1: Struktur des Galektins CGL2  
Das Galektin CGL2 bildet eine tetramere Struktur über die C-Termini der Untereinheiten. 
Dadurch ist das Protein in der Lage maximal vier Kohlenhydratstrukturen zu binden. Die 
Darstellung ist durch die PDB-Datei 1ULG und den AstexViewerTM (Hartshorn, 2002) realisiert 
worden. 
 
Neben der verknüpfenden Funktion besitzen vor allem die tierischen Galektine 
eine Vielzahl von weiteren biologischen Bedeutungen. Bisher sind 15 Galektine 
aus Säugetieren identifiziert worden. Alle besitzen eine konservierte 
Kohlenhydrat-Binde-Domäne (CRD) von ca. 130 Aminosäuren. Anhand der 
Organisation und Anzahl der CRD wird eine Unterteilung in eine prototype-
Gruppe, eine chimera-Gruppe und in eine tandem-repeat-Gruppe 
vorgenommen (Hirabayashi und Kasai, 1993). Auf der Zelloberfläche und 
innerhalb der extrazellulären Matrix (ECM) können Galektine Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktionen vermitteln. An der Zellmembran verknüpfen sie 
Glykokonjugate, wodurch gegebenenfalls Transmembran-Signalkaskaden 
ausgelöst werden. Dadurch können Galektine indirekt Prozesse wie Mitose, 
Apoptose (Hernandez und Baum, 2002) und den Zell-Zyklus modulieren (Liu 
und Rabinovich, 2005). Neuere Untersuchungen zeigen die Beteiligung von 
Galektinen bei Entzündungsreaktionen (Almkvist und Karlsson, 2004), im 
Immunsystem (Rabinovich und Gruppi, 2005), sowie bei der Entwicklung von 
Tumoren (Liu und Rabinovich, 2005). Im Zellkern erfüllen Galektine weitere 
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Aufgaben, sie sind z.B. am prä-mRNA Splicing beteiligt (Wang et al., 2004). 
Beispielhaft ist die multiple Funktion des humanen Galektin-1 in Tabelle 1 
aufgelistet (Elola et al., 2005). 
Tabelle 1: Funktionen des humanen Galektin-1 (Elola et al., 2005) 
Funktion Zelltyp Rezeptor 
Zelladhäsion (↑ oder ↓) Myoblast 
Darmkrebs 
Humanes Melanom 
Makrophagen 
CHO-Zellen 
Laminin, α7β1Integrin 
CEA 
Laminin 
CR3 
Lamp-1, -2 
Apoptosis Unreife Thymozyten 
Aktivierte epipherale T-Zellen 
B-Zellen 
Prostata- und Brustkrebs 
CD45, CD43, CD7 u.a. 
Entzündung (↓) Aktivierte Makrophagen 
antigen-stimulierte T-Zellen 
Aktivierte B-Zellen 
? 
Autoimmun-Krankheiten (↓) Kollagen-induzierte Athrose 
Autoimmune 
Encephalomyelitis 
? 
TCR-Gegenstimulation T-Zellen CD3, CD4 
Proliferation (↑ oder ↓) Glatte Muskelzellen 
Ovarkarzinom-Zellen 
Arterielle Endothelialzellen 
? 
Migration Hepatische Stellate cells ? 
Zellzyklus Arrest T-Zellen 
Brustkrebszellen 
Neuroblastoma Zellen 
 
Pre-B-Zellen Rezeptorsignal B-Zellen λ-ähnlich 
Nuklear Splicing von pre-
mRNA 
HeLa-Zellen Intrazellulärer Ligand  
(Gemin 4) 
 
Des Weiteren wird sogar deren essentielle Bedeutung für eine normale 
Differenzierung und ein normales Wachstum von allen multi-zellulären Tieren 
vermutet (Sharon und Lis, 2004). Daher ist das Galektin nicht nur eine wichtige 
Vernetzungsstruktur sondern ein Effektor für weitere zellbiologische Prozesse, 
vor allem für die Biomaterialforschung.  
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1.2 Biomaterialforschung – Biofunktionalisierung von 
Oberflächen 
Die Biomaterialforschung spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung 
von modernen Strategien für die regenerative Medizin und für das „Tissue 
engineering“. Dabei wird versucht, über das biophysikalische und das 
biochemische Milieu der Zellen dieselben zu kontrollieren und deren Verhalten 
zu manipulieren (Peppas und Langer, 1994; Hubbell, 1995; Langer und Tirrell, 
2004; Lutolf und Hubbell, 2005). In der Natur übernimmt die Kontrollfunktion die 
extrazelluläre Matrix. Deswegen ist die Imitierung der extrazellulären Matrix 
durch die gezielte Biofunktionalisierung von Oberflächen ein viel 
versprechender Ansatz in der Biomaterialforschung, der von vielen 
Arbeitsgruppen genutzt wird (Shin et al., 2003; Rosso et al., 2005).  
Ein Hauptproblem beim „Tissue engineering“ ist die unspezifische Interaktion 
von Proteinen und Zellen mit dem Biomaterial. Dies kann im schlimmsten Fall 
zu einer chronischen Entzündung oder zu einer fibrösen Einkapselung führen 
(Wilson et al., 2005). Deswegen muss ein ideales Biomaterial unspezifische 
Proteinadsorption unterdrücken, jedoch weitere Funktionalitäten für eine 
gezielte Biofunktionalisierung besitzen (Groll et al., 2005). In den letzten Jahren 
wurden viele verschiedene Oberflächenpräparationen entwickelt, wie z. B. 
selbst-assemblierende einlagige Schichten auf Gold, Glass, Silikon oder Titan, 
polyelektrolytische vielschichtige Filme oder Hydrogele. Die Hydrogele können 
wiederum in zwei Klassen unterteilt werden. Zum einen können sie aus 
natürlichen Polymeren wie z. B. aus Kollagenen, Gelatin oder Polysacchariden 
bestehen, zum anderen werden sie aus synthetischen Bestandteilen, wie z. B. 
Ethylenglykol, Acrylsäure oder Polypeptiden, hergestellt (Groll et al., 2005). 
Hydrogele aus Polyethylenglykol (PEG) besitzen dabei einige grundlegende 
Eigenschaften für die erfolgreiche Funktionalisierung einer 
Biomaterialoberfläche. Ab einem Molekulargewicht größer als 20 kDa ist es 
nicht toxisch, nicht immunogen und FDA-zugelassen für biomedizinische 
Applikationen (Peppas et al., 2003; Harris und Zalipsky, 1997; Peppas et al., 
1999). Darüber hinaus ist es abweisend gegen unspezifische Protein- und 
Zelladsorption. Aufgrund dieser Charakteristika wurden PEG-Sternschichten für 
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die Präparation von Hydrogelen mit speziellen Eigenschaften schon häufig 
eingesetzt (Gasteier et al., 2007). Eine Funktionalisierung der Sternarme kann 
durch weitere chemische Modifikationen zum Beispiel mit Acrylsäureanhydrid 
(Acrylat-Gruppe) oder Isophoron Diisocyanat (NCO-Gruppe) eingeführt werden 
(Götz et al., 2002). Durch Spin-Coating mit Isocyanat-PEG-Sternen werden    
30 nm dicke dreidimensionale PEG-Netzwerke produziert (Gasteier et al., 2007). 
Dabei ist ein enormer Vorteil dieser PEG-Sternschichten die Veränderung der 
Reaktivität von den anfänglichen Isocyanatgruppen für die Anbindung von 
Aminen und Alkoholen zu terminalen Aminogruppen. Daher gibt es 
grundsätzlich drei Kopplungsmethoden: Zum einen die Anbindung eines 
Liganden in der PEG-Lösung vor dem Spin Coaten an die Isocyanatgruppen 
der löslichen Prepolymere, die direkte Immobilisierung an eine mechanisch 
stabile Isocyanat-Oberfläche und die Ankopplung von Strukturen an die 
terminalen hydrolysierten Isocyanatgruppen einer vernetzten Oberfläche 
(Gasteier et al., 2007). Die mechanisch stabilen PEG-Stern-Hydrogele können 
auch strukturiert funktionalisiert werden. Das Mikrokontakt-Stempeln ist dabei 
eine einfach anzuwendende und kostengünstige Strukturierungsmethode, die 
eine gemusterte Funktionalisierung über eine große Fläche ermöglicht (Kumar 
und Whitesides, 1993) (Abbildung 2). 
A. B. C. D.  
Abbildung 2: Das Prinzip des Mikrokontaktstempelns 
Für das Mikrokontaktstempeln werden Silikonstempel (hellblau) (A) mit der Substratlösung (lila) 
beschichtet (B), auf eine PEG-Sternschicht (grau) aufgesetzt (C) und nach einer Stunde wieder 
abgenommen (D). Nur die exponierten Stempelstrukturen kommen in den direkten Kontakt mit 
der PEG-Sternschicht, wodurch eine strukturierte Immobilisierung mit dem gewünschten 
Substrat erzielt werden kann (Kumar und Whitesides, 1993). 
 
Frisch präparierte PEG-Sternoberflächen tragen exponierte NCO-Gruppen, die 
durch den Stempelvorgang mit Amino- oder Hydroxylgruppen der zu 
immobilisierenden Substanz reagieren können. Dadurch kann die Anbindung 
von niedrigmolekularen Bindungspartnern realisiert werden. 
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Die Auswahl der Liganden ist aufgrund des komplexen Zelladhäsionprozesses 
sehr groß. Als erstes Beispiel wäre die Anbindung von Fibronektin oder Laminin 
an Oberflächen zu nennen. Jedoch ergeben sich bei der Immobilisierung von 
extrazellulären Matrixproteinen auf der Oberfläche einige Nachteile. Diese 
Methode ist limitiert durch die Stabilität, Verfügbarkeit und Kosten der jeweiligen 
Substanz (Ferris et al., 1999). Deswegen wurden schon früh Ansätze entwickelt, 
bei denen nur die für die Zelladhäsion verantwortliche Peptidsequenz auf die 
Biomaterialoberfläche immobilisiert wurde (Holmes, 2002; Dettin et al., 2005). 
Ein Beispiel ist die monomere R-G-D-Peptidsequenz der Zellbindungsdomäne 
von Fibronektin, welche mit α5β3 und α5β1 Integrinen interagieren kann 
(Ruoslahti, 1996). Jedoch ist dabei fraglich, ob die komplette biologische 
Signalfunktion  erhalten bleibt und auch für alle Anwendungen ausreicht. 
Weitere verwendete biologisch wirksame Liganden stellen die 
Wachstumsfaktoren und die Glykosaminoglykane dar. Diese Moleküle wurden 
aufgrund des klassischen Verständnisses der Zell-Adhäsion bzw. deren 
Interaktion mit den Integrinen und den Syndekanen der Zelle vielfach 
ausgewählt (Lutolf und Hubbell, 2005). 
Jedoch für die Anwendung der biologischen Funktionalität der Galektine sind 
komplexe Glykokonjugate als Liganden notwendig. Deren Synthese ist aber 
immer noch zeit- und materialaufwendig. In dem Zusammenhang mit der 
funktionellen Charakterisierung des Genoms wurde die Glykosylierung als eine 
der herausfordernsten biochemischen Modifikation erkannt (Varki, 1993). 
Glykoproteine, Glykolipide und Glykosaminoglykane auf Proteoglykanen sind 
die bekanntesten Beispiele von Glykokonjugaten. Diese Glykokonjugate 
besitzen eine große Variabilität bezogen auf ihre molekulare Struktur. Sie 
kommen auf der Oberfläche von tierischen und menschlichen Zellen, als auch 
von Mikroorganismen vor. Über 50% der humanen Proteine sind glykosyliert mit 
der Konsequenz, dass 1-2% des humanen Genoms für die am 
Glykosylierungsstoffwechselweg beteiligten Enzyme kodieren (Campbell und 
Yarema, 2005). 
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1.3 Chemische und enzymatische Synthese von 
Glykokonjugaten 
Ein Beispiel für ein Glykokonjugat, welches auf den tierischen Zelloberflächen 
und auf ECM-Proteinen vorkommt, ist Poly-N-Acetyllaktosamin (Poly-LacNAc). 
Poly-LacNAc ist ein Polysaccharid, welches aus repetierenden Galaktose- und 
GlcNAc-Zuckerbestandteilen besteht (Abbildung 3).  
O
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O
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HO
OH
O
OH
O
HO
OH
NHAc
n = 0 - 7
 
Abbildung 3: Chemische Struktur von Poly-LacNAc  
Poly-N-Acetyllaktosamin besteht aus repetierenden Galaktose- und GlcNAc-Zuckereinheiten. 
Dabei sind die Galaktose-Zuckermoleküle immer in einer β-1,4-Konfiguration und die GlcNAc-
Einheiten in einer β-1,3-Konfiguration gebunden. 
 
Die chemo-enzymatische Synthese von Poly-LacNAc durch effektive 
biokatalytische Methoden wurde schon mehrfach beschrieben. Dabei wurden 
modifizierte und natürliche Akzeptorsubstrate in Kombination mit rekombinanten 
und kommerziellen Glykosyltransferasen als auch Endo-β-Galaktosidasen 
genutzt (Blixt et al., 2005; Vasiliu et al., 2006; Di Virgilio et al., 1999; Niemelä et 
al., 1998; Stowell et al., 2004; Unverzagt et al., 2002; Murata et al., 2005) 
(Abbildung 4).  
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Abbildung 4: Enzymatische Poly-LacNAc-Synthese mit Glykosyltransferasen 
Die enzymatische Poly-LacNAc-Synthese ist durch den Einsatz einer β4GalT und einer 
β3GlcNAcT erfolgreich realisierbar. Dabei überträgt die β3GlcNAcT aktiviertes GlcNAc auf eine 
terminale Galaktose. Das dabei entstehende Produkt kann von der β4GalT wiederum als 
Akzeptorsubstrat für die Übertragung einer aktivierten Galaktose genutzt werden.  
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Die chemische Synthese von Kohlenhydratstrukturen ist immer noch sehr 
zeitaufwendig durch die Einführung und anschließende Entfernung von einigen 
spezifischen Schutzgruppen (Blixt und Razi, 2004). Dabei ist die größte 
Herausforderung die Wahl der richtigen orthogonalen Schutzgruppen und deren 
selektive Manipulation währen der Synthese (Sears und Wong, 2001). Trotz all 
dieser Nachteile konnten effiziente Synthesestrategien entwickelt werden. Das 
komplexeste Oligosaccharid ist ein Dodecasaccharid, welches durch eine 
Festphasensynthese hergestellt werden konnte (Nicolaou et al., 1998; Plante et 
al., 2001; Werz und Seeberger, 2005). Aber mit enzymatischen Methoden 
können höhere Ausbeuten und eine spezifische Regioselektivität während der 
Synthese von komplexen Zuckerderivaten erzielt werden. Dies kann vor allem 
durch den Einsatz von zusätzlichen Regenerationsprotokollen für die 
Biokatalysatoren und Donorsubstrate bewirkt werden (Koeller und Wong, 2000; 
Daines et al., 2004; Zervosen und Elling, 1996). Das konnte sehr eindrucksvoll 
durch die Forschergruppe um Ola Blixt (The Scripps Research Institute, USA) 
mit einer groß-maßstäblichen Synthese von Poly-LacNAc-Glykanstrukturen mit 
den beiden bakteriellen Enzymen LgtA (β1-4-Galaktosyltransferase, β4GalT) 
und LgtB von Neisseria meningitidis (β1-3-N-Acetyl-Glukosaminyltransferase, 
β3GlcNAcT) gezeigt werden (Vasiliu et al., 2006; Blixt et al., 1999; Blixt et al., 
2001).  
In der Natur treten  an den Enden und im Gerüst der Poly-LacNAc-Ketten 
sowohl der linearen Kette als auch der Verzweigungen viele Modifikationen auf 
(Yu und Chen, 2007). Diese können einzelne angefügte Monosaccharide, wie 
Sialinsäure, Fukose, Galaktose, oder Di- bzw. Oligosaccharide  sein (Renkonen, 
2000;  Vasiliu et al., 2006) (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Weitere enzymatische Modifikationen von Poly-LacNAc-Strukturen  
In der Natur treten  viele Modifikationen in der linearen Poly-LacNAc-Kette auf. Beispielhaft sind 
hier die mögliche Sulfatierung, Galaktosylierung, Sialylierung und Fukosylierung dargestellt. 
 
Desweiteren ist auch die Sulfatierung solcher Strukturen vielfach beschrieben 
(Greimel et al., 2006; Chapman et al., 2004; Akama et al., 2001; Akama et al., 
2002). Durch diese Modifikationen werden weitere biologische Funktionen und 
Erkennungsstrukturen initiiert. Die erfolgreiche in vitro Synthese solcher 
Glykane ist schon mehrfach beschrieben (Blixt et al., 2005; Vasiliu et al., 2006; 
Naruchi et al., 2006; Murata und Usui, 2006; Koeller und Wong, 2000).  
Für die Biofunktionalisierung von Oberflächen muss mit chemisch modifizierten 
Glykanstrukturen gearbeitet werden. Durch die vielen Hydroxylgruppen der 
Zuckereinheiten kann sonst keine gerichtete Immobilisierung gewährleistet 
werden. Verschiedene Modifikationen sind bereits schon publiziert, z. B.: pNP-
GlcNAc (Zeng et al., 2007), GlcNAc-Linker-Azid (Fazio et al., 2002; Blixt et al., 
2005; Sun et al., 2006), GlcNAc-Linker-Amin (Bohorov et al., 2006), GlcNAc-
Linker-Biotin (Paulson et al., 2006; Zeng et al., 2007). Jede Modifikation hat ihre 
Vor- und Nachteile. Deswegen sollte bei der Einführung eines chemischen 
Linkers vor allem auf eine potentielle selektive Funktionalität für eine spätere 
Immobilisierung  und auf die enzymatische Akzeptanz für eine erfolgreiche 
biokatalytische Poly-LacNAc-Synthese geachtet werden.  
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ZIELSETZUNG 
Das vorliegende Dissertationsvorhaben „PEG-gebundene Oligosaccharide als 
biomolekulare Erkennungsstrukturen auf Grenzflächen“ hatte das Ziel, erstmals 
Glykane und deren spezifische Wechselwirkungen mit weiteren Proteinen der 
extrazellulären Matrix für die Biofunktionalisierung von Oberflächen zu nutzen.  
Dafür sollte in einem ersten Schritt die chemische Synthese eines am 
reduzierenden Ende modifizierten Zuckers etabliert werden. Diese Struktur 
sollte sich zum einen durch eine spezifische Funktionalität für eine spätere 
Immobilisierung und zum anderen durch eine gute Enzymakzeptanz für die 
biokatalytische Poly-LacNAc-Synthese auszeichnen.  
Die Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen sollte mit rekombinanten β1-4-
Galaktosyltransferasen und mit einer rekombinanten β1-3-GlcNAc-Transferase 
durchgeführt werden. Dabei sollte neben den humanen β4GalTs vor allem der 
Einsatz von bakteriellen Enzymen getestet und ihre Kinetik untersucht werden. 
Die verschiedenen produzierten Poly-LacNAc-Strukturen sollten detailliert 
charakterisiert und in einem zweiten Schritt enzymatisch weiter modifiziert 
werden. Dabei war der Einsatz von zwei bakteriellen α2-3-Sialyltransferasen, 
der humanen Keratansulfat-Galaktose-6-Sulfotransferase und der murinen α1-
3-Galaktosyltransferase angedacht. 
Die produzierten und aufgereinigten Zuckerstrukturen sollten anschließend in 
einem zu etablierenden Analyseverfahren auf ihre spezifische Wechselwirkung 
mit Galektinen und extrazellulären Matrixproteinen genauer untersucht werden. 
Die optimierten Versuchsbedingungen sollten auf die Funktionalisierung von 
PEG-Sternhydrogelen übertragen werden. Das Mikrokontakt-Stempeln mit 
Zuckerstrukturen sollte erfolgreich etabliert und spezifisch durch ELISAs und 
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden. Der Aufbau einer artifiziellen 
extrazellulären Matrix sollte ausgehend von auf PEG-Sternschichten 
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immobilisierten Poly-LacNAc-Strukturen durch die Vernetzung von 
extrazellulären Matrixproteinen über das Modellgalektin CGL2 erfolgen. Neben 
den gut beschriebenen glykosylierten Matrixproteinen Laminin und Fibronektin 
sollte vor allem Kollagen IV zum Einsatz kommen. 
Abschließend sollten diese biomimetischen Schichten in ersten 
Zellkulturexperimenten mit der Mausfibroblasten Zelllinie L929 und humanen 
dermalen Fibroblasten auf ihr Anwendungspotential für die 
Biomaterialforschung getestet werden. 
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ERGEBNISSE UND 
DISKUSSION 
Innerhalb des Dissertationsvorhabens sollten erstmals komplexe 
Zuckerstrukturen für die Produktion von biomimetischen Schichten zur 
Anwendung in der Biomaterialforschung genutzt werden (Abbildung 6). 
Zytosol
extrazellulärer
Raum
Zellmembran mit einem Glykoprotein
Galektin
glykosyliertes
Poly-LacNAc-Strukturen
 ECM-Protein
 
Abbildung 6: Schematischer Ausschnitt aus der Interaktion zwischen einer 
Zelloberfläche und einem extrazellulären Matrixprotein 
In der Natur können glykosylierte extrazelluläre Matrixproteine, wie zum Beispiel Laminin, über 
die Multivalenz von Galektinen an Zuckerstrukturen von Zellmembranproteinen angebunden 
werden (Varki et al., 1999; Hughes, 2001; Hughes, 2004). 
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Die essentielle Grundlage für den Aufbau einer artifiziellen extrazellulären 
Matrix war durch die PEG-Stern-Hydrogele des DWI an der RWTH Aachen 
gegeben. Für die Biofunktionalisierung mit diversen Oligosacchariden sollten 
verschiedene chemisch modifizierte Zucker produziert werden, die mit dem 
Fokus auf ihre Immobilisierungs- und auf ihre Modifizierungsmöglichkeiten für 
den weiteren Aufbau einer extrazellulären Membran im Folgenden detailliert 
präsentiert und diskutiert werden.  
 
 
3.1 Laktosylamin als Ausgangssubstanz für die 
Herstellung von biohybriden Oberflächen 
Die ersten Funktionalisierungsarbeiten von PEG-Sternoberflächen sollten mit 
Laktosylamin erfolgen. Diese Substanz ist zum einen einfach und kostengünstig 
aus Laktose herzustellen, zum anderen besitzt der Zucker eine terminale 
Aminofunktionalisierung, die für die Ankopplung an die PEG-Sternschichten 
genutzt werden kann. 
 
3.1.1 Chemische Synthese und Aufreinigung des Laktosylamins 
Die Aminierung der Laktose erfolgte analog zu Lubineau et al. (Lubineau et al., 
1995). Das kristalline Produkt der Reaktion wurde durch 1H- und 13C-NMR 
charakterisiert (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: NMR-Ergebnis des dargestellten Laktosylamins [2] 
Das synthetisierte Laktosylamin wurde durch 1H- und 13C-NMR analysiert. Dabei konnte die 
Synthese bestätigt werden. Jedoch wurden auch die Nebenprodukte Laktose und Laktosyl-
Carbamat nachgewiesen. 
1H-NMR (d6-DMSO):δ = 2,87 (dd, 1H, H-2), 3,25 – 3,40 (m, 4H, H-3, 8, 10, 11), 3,40 – 3,55 (m, 
7H, H- 4, 5, 6, 9, 12), 3,80 (d, 1H, H-1), 4,19 (m, 1H, H-7) ppm 
13C-NMR (d6-DMSO):δ =60,32 (C-6, 12), 68,04 (C- 9), 70,53 (C-10), 73,15 (C-8), 74,66 (C-2), 
75,41 (C-4, 5), 75,63 (C-6,4), 81,13 (C-3), 103,74 (C-1) ppm 
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Die Analytik bewies auch das Vorhandensein der Nebenprodukte Laktose durch 
Rückreaktion im wässrigen Milieu und Laktosyl-Carbamat durch 
Ammoniumcarbonat im Überschuss. Deswegen war die Bestimmung der 
Ausbeute nicht möglich. Auch auf eine weitere Aufreinigung wurde wegen der 
Instabilität des Produktes verzichtet. Lubineau et al. beschreiben ebenfalls das 
Vorkommen des Glykosylcarbamat-Nebenproduktes in Höhe von ± 8%. Jedoch 
ist dies für sie kein bestimmender Faktor und daher sprechen sie trotzdem von 
einer quantitativen Ausbeute (Lubineau et al., 1995). Ein alternativ 
durchgeführter Syntheseweg mit Hilfe von Ammoniumcarbonat, beschrieben 
von Likhorsherstov et al., führte zu einer geringeren Ausbeute (50-80%). Auch 
diese Gruppe beschreibt die Instabilität der Glykosylamine und führt deswegen 
die nachfolgende Kopplungsreaktion bei 0-4°C durch (Likhosherstov et al., 
1986). 
Trotz der Nebenprodukte und der Instabilität des Zuckers sollte das 
synthetisierte Laktosylamin für erste Funktionalisierungsarbeiten von PEG-
Sternschichten und für die Etablierung von Analysetechniken eingesetzt werden. 
 
3.1.2 Funktionalisierung von PEG-Sternschichten mit Laktosylamin 
Für die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten wurden zwei verschiedene 
Ansätze gewählt: zum einen die Kopplung des aminofunktionalisierten Zuckers 
über ein Linkermolekül an die terminalen Aminogruppen einer 24 Stunden alten 
PEG-Sternschicht, zum anderen die direkte Kopplung des Derivates an die 
terminalen Isocyanatgruppen der PEG-Sterne durch Stempeln, durch 
Auftropfen und durch gemeinsames Spincoaten. 
 
3.1.2.1  Indirekte Kopplung an PEG-Sternschichten mit Hilfe von DSG 
Die indirekte Kopplung des Laktosylamins an PEG-Sternschichten erfolgte über 
das Linkermolekül Disuccimidylglutarat (DSG) (Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Disuccimidylglutarat 
 
Dafür wurden PEG-Sternschichten hergestellt und über Nacht an Luft inkubiert, 
so dass am nächsten Tag mechanisch stabile Schichten mit terminalen 
Aminogruppen zur Verfügung standen (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Funktionalisierung von PEG-Sternschichten über den Linker DSG mit 
Laktosylamin 
Für die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten über den Linker DSG mit Laktosylamin 
wurde mit amino-funktionalisierten Schichten gearbeitet. Diese wurden zunächst mit 
verschiedenen Konzentrationen an DSG inkubiert und anschließend mit Laktosylamin gekoppelt. 
Dabei konnten neben der gewünschten Funktionalisierung auch DSG-Brückenbindungen an 
amino-terminalen PEG-Sternen entstehen. 
 
Die Analytik solcher funktionalisierter Schichten erfolgte fotometrisch mit dem 
Biotin-markierten Galaktose-spezifischen Lektin von Psophocarpus 
tetragonolobus in Kombination mit einer Streptavidin-Peroxidase (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Analytik von Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten 
Die Analytik von Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des 
Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus tetragonolobus (rot). Durch Zugabe einer 
Streptavidin-Peroxidase (grün) konnte die Bindung enzymatisch quantifiziert werden. Dafür 
wurde OPD dem Reaktionsansatz zugesetzt, welches nach Umsatz durch die Peroxidase bei 
490 nm fotometrisch detektiert werden konnte. 
 
Die Analytik konnte erfolgreich etabliert und fotometrisch verfolgt werden. Mit 
Hilfe eines solchen Ansatzes wurde die Spacerkonzentration optimiert 
(Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Funktionalisierung von Amino-PEG-Sternschichten mit dem Linker DSG 
und Laktosylamin 
Die Analytik der Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des 
Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus tetragonolobus. Dafür wurden als 
Negativkontrollen silanisierte Oberflächen, Amino-PEG-Sternschichten und DSG-Amino-PEG-
Sternschichten verwendet. Bei der Funktionalisierungsreaktion wurde die Linkerkonzentration 
von 0,5-5 mM DSG variiert und Laktosylamin mit einer Konzentration von 10 mM eingesetzt. 
Dabei zeigte sich ein Maximum für die niedrigste verwendete Konzentration. 
 
Deutlich ist in Abbildung 11 zu sehen, dass mit niedriger Konzentration des 
Linkermoleküls die Stärke des Signals zunimmt. Erklärbar war dies dadurch, 
dass bei hohen Konzentrationen die Zuckerketten zu dicht immobilisiert waren, 
so dass es zu einer sterischen Behinderung der Lektinbindung kam. Die Rolle 
der Ligandendichte bei enzymatischen Glykosylierungen wurde schon von 
Houseman und Mrksich beschrieben (Houseman und Mrksich, 1999; Mrksich, 
2000). Sowohl bei der enzymatischen Reaktion als auch bei 
Lektinbindungsexperimenten sind die Bindung und die Erkennung des 
gebundenen Zuckers kritisch. Houseman und Mrksich untersuchten GlcNAc-
SAM-Goldschichten, die mit einer β4GalT inkubiert wurden. Bei einer GlcNAc-
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Dichte höher als 0,7 (Verhältnis von einem mit GlcNAc funktionalisiertem 
Alkanthiol zu einem nicht funktionalisierten Alkanthiol) stellten sie einen 
dramatischen Einbruch der Galaktosylierungsreaktion fest, so dass sie die 
Bedeutung der Dichte von immobilisierten Liganden für die Beeinflussung von 
biologischen Eigenschaften betonten. Dementsprechend schienen in der hier 
präsentierten Studie hohe DSG-Konzentrationen DSG-Brückenbindungen 
einerseits zu vermeiden, führten aber wahrscheinlich andererseits zu einer zu 
hohen Laktosedichte auf der Oberfläche. Prinzipiell zeigten die Ergebnisse, 
dass die Funktionalisierung und die Analytik etabliert werden konnte, weil im 
Gegensatz zu den Negativkontrollen das Signal bei allen Laktosylamin-
funktionalisierten Schichten signifikant höher war. Dieses 
Funktionalisierungsprinzip besaß aber einige Schwachstellen. Ein 
entscheidender Nachteil der Analytik war vor allem die unspezifische 
Adsorption von Proteinen an der nicht funktionalisierten Rückseite der 
Oberfläche. Dies spiegelte sich in den hohen Messwerten von Negativkontrollen 
zum Beispiel von nur PEG-Sternschicht oder von PEG-Sternschicht mit dem 
Linkermolekül wider. Neben der Instabilität des Laktosylamins war vor allem die 
Homofunktionalität des Linkermoleküls als weiterer Nachteil zu erwähnen. 
Dadurch konnte es zur Ausbildung von Linkerbrücken auf der PEG-Sternschicht 
kommen, die dann der Funktionalisierungsreaktion nicht mehr zur Verfügung 
standen. Da aber der Zucker in den verwendeten wässrigen Lösungen nicht 
stabil war und zu Laktose reagieren konnte, wurde an dieser Stelle auf weitere 
Optimierungsarbeiten mit dem Linkermolekül verzichtet. Stattdessen sollte die 
direkte Kopplung an Isocyanat-PEG-Sternschichten getestet werden, weil diese 
Kopplung schneller und effektiver ist, so dass die Instabilität des Laktosylamins 
nicht mehr so sehr ins Gewicht fallen sollte. 
 
3.1.2.2  Direkte Kopplung an PEG-Sternschichten 
Wegen der Instabilität des Laktosylamins in wässrigen Lösungen sollte der 
Zucker nun direkt an die PEG-Sterne gekoppelt werden. Zum einen sollte das 
gemeinsame Spincoaten mit dem PEG-Sternprepolymer getestet werden, zum 
anderen die Kopplung an einer mechanisch stabilen PEG-Sternschicht mit 
terminalen Isocyanatgruppen. Für letztere Methode wurden runde Deckgläser 
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mit einer 30 nm dicken PEG-Sternschicht beschichtet und anschließend eine 
halbe Stunde vorpolymerisiert. Anschließend konnte der Zucker durch 
Auftropfen an die terminalen Isocyanatgruppen gekoppelt werden (Abbildung 
12). 
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Abbildung 12: Direkte Kopplung von Laktosylamin an eine PEG-Sternschicht 
Für die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten direkt mit Laktosylamin wurde mit 
Isocyanat-funktionalisierten Schichten gearbeitet. Dafür wurden hergestellte 30 nm dicke PEG-
Sternschichten eine halbe Stunde vorpolymerisiert und anschließend mit einer 10 mM 
Laktosylaminlösung betropft. Nach Übernachtinkubation bei RT konnten die Schichten weiter 
analysiert werden. Nicht gekoppelte Isocyanatgruppen waren dabei an Luft zu terminalen 
Aminogruppen reagiert. 
 
Das auf den produzierten Schichten immobilisierte Laktosylamin sollte in 
weitergehenden Untersuchungen als Substrat der bakteriellen β3GlcNAcT 
dienen. Ebenso sollte anschließend die weitere Umsetzung mit der His6-
Propeptid-catβ4GalT-1 zu LacNAc und durch die Kombination von beiden 
Enzymen zum Poly-LacNAc versucht werden. Dabei sollte der Erfolg der 
Synthese durch Lektinbindung mit dem Galektin His6CGL2 nachgewiesen 
werden (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Galektinbindungstest zur Analyse von Laktosylamin-funktionalisierten 
Oberflächen 
Die Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten wurden nach erfolgter Biokatalyse 
durch ein Lektinbindungsexperiment mit dem Galektin His6CGL2 fotometrisch untersucht. Das 
Galektin ist spezifisch für Laktose-, LacNAc- und Poly-LacNAc-Strukturen. Durch den His6-Tag 
am N-Terminus konnte die Detektion des gebundenen Galektins durch die Anti-His6-Peroxidase 
erfolgen. Die Bindung war durch die enzymatische Umsetzung des Substrates OPD im 
Fotometer detektierbar. 
 
Für die Synthesen wurden verschiedene Ansätze verwendet (Tabelle 2).  
Tabelle 2: Biokatalyse-Ansätze für eine Laktosylamin-PEG-Sternschicht 
Ansatz UDP-
Galaktose 
UDP-
GlcNAc 
β4GalT β3GlcNAcT Laktosylamin 
1 + + + + + 
2 + + - - + 
3 - + + + + 
4 + + + + - 
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Nur im Ansatz 1 wäre die enzymatische Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen 
theoretisch möglich gewesen. Das Endprodukt des Ansatzes 3 wäre maximal 
das Trisaccharid. Ansatz 2 und 4 konnten keine erfolgreiche Biokatalyse 
bewirken. Aber sie sollten als Negativ- und Stabilitätskontrollen der zugesetzten 
Donorsubstrate dienen. Nach Übernachtinkubation bei 30°C wurde die Reaktion 
zum einen durch einen ELISA mit dem Galektin His6CGL2 und zum anderen 
durch HPLC-Quantifizierung der Donorkonzentration im Überstand 
charakterisiert (Abbildung 14).  
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∆ c
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Abbildung 14: HPLC-Analytik der durchgeführten Biokatalyse auf Laktosylamin-
funktionalisierten PEG-Sternschichten  
Nach durchgeführter Biokatalyse auf Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten bei 
30°C wurde die Donorkonzentration der verschiedenen Ansätze im Überstand bestimmt. Dabei 
konnte ein signifikanter Verbrauch an aktivierten UDP-Zuckern im Ansatz 1 im Vergleich zu 
Ansatz 2 und 4 festgestellt werden.  
Ansatz 1: PEG-Laktosylamin mit beiden Enzymen und beiden Donorsubstraten, Ansatz 2: PEG-
Laktosylamin ohne Enzyme mit beiden Donorsubstraten, Ansatz 4: PEG mit beiden Enzymen 
und mit beiden Donorsubstraten. 
Schwarze Balken: UDP-GlcNAc-Verbrauch; graue Balken: UDP-Galaktose-Verbrauch 
 
Ein deutlicher Verbrauch an Donorzucker war im Ansatz 1 relativ gesehen zu 
den Kontrollen (Ansatz 2 und Ansatz 4) bei der HPLC-Analytik erkennbar. Der 
relative Unterschied lag bei ca. 50%. Dieses Ergebnis wurde durch signifikante 
Unterschiede bei der Galektinbindung bestätigt (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Analytik von Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten nach 
erfolgter Biokatalyse mit dem Galektin His6CGL2 
Die Laktosylamin-funktionalisierten PEG-Sternschichten wurden nach erfolgter Biokatalyse 
durch ein Lektinbindungsexperiment mit dem Galektin His6CGL2 fotometrisch untersucht. Dabei 
konnte ein signifikanter Unterschied von Ansatz 1-3 im Gegensatz zu Ansatz 4 festgestellt 
werden. Auch kleinere Unterschiede waren zwischen den Ansätzen 1-3 untereinander 
feststellbar. Das konnte ein Indiz für die Abhängigkeit der Galektinbindung von repetierenden 
LacNAc-Einheiten sein. 
Ansatz 1: PEG-Laktosylamin mit beiden Enzymen und mit beiden Donorsubstraten, Ansatz 2: 
PEG-Laktosylamin ohne Enzyme mit beiden Donorsubstraten, Ansatz 3: PEG-Laktosylamin mit 
beiden Enzymen ohne UDP-Gal, Ansatz 4: PEG mit beiden Enzymen und mit beiden 
Donorsubstraten. 
 
Die präsentierten Ergebnisse zeigten zum einen die Kopplung des 
Laktosylamins an eine Isocyanat-PEG-Sternschicht durch Auftropfen. Zum 
anderen konnte ein Indiz für die Durchführung einer Poly-LacNAc-Synthese an 
immobilisierten Glykanen und für die Abhängigkeit der Galektinbindung von 
repetierenden LacNAc-Einheiten gewonnen werden. Die LacNAc-Biokatalyse 
auf GlcNAc-Oberflächen wurde schon von Houseman and Mrksich beschrieben 
(Houseman und Mrksich, 1999). Die weitere Synthese zu Poly-LacNAc wurde 
bisher noch nicht durchgeführt. Die bessere Bindung des Galektins His6CGL2 
durch repetierende Poly-LacNAc-Einheiten wurde auch bei Analysen mit dem 
nativen CGL2 beobachtet. Markus Künzler untersuchte das Protein mit den vom 
„Consortium for functional Glycomics“ zur Verfügung gestellten Mikroarrays 
(http://www.functionalglycomics.org/glycomics/publicdata.jsp; Daten von Markus 
Künzler, ETH Zürich). Dabei konnte eine stufenweise bessere Bindung des 
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Galektins an längere Poly-LacNAc-Strukturen festgestellt werden: GlcNAc-Sp0 
< LacNAc-Sp0 < Di-LacNAc-Sp0. Das Trisaccharid zeigte ein analoges Signal 
zum Disaccharid. Mit dem Tri-LacNAc-Sp0 konnte keine weitere Steigerung 
erzielt werden. Die dargestellten Ergebnisse waren ein Indiz dafür, dass die 
enzymatische Synthese erfolgreich durchgeführt werden konnte. Jedoch blieb 
der Nachteil, dass die synthetisierten Strukturen auf der Oberfläche undefiniert 
waren. Unbekannt war, wie viele Poly-LacNAc-Ketten mit welcher Länge sich 
nach der Biokatalyse auf der Oberfläche befanden. 
Neben der direkten Kopplung von Laktosylamin an die PEG-Sterne durch 
Auftropfen einer vorpolymerisierten Schicht, sollte auch das gemeinsame „Spin-
Coating“ des Zuckers mit dem Prepolymer getestet werden. Dementsprechend 
wurden 5 µg/ml Laktosylamin zu 10 mg/ml Prepolymer gegeben, fünf Minuten 
inkubiert und anschließend auf silanisierte Glasplättchen durch „Spin-
Coating“ aufgebracht. Die Untersuchung solcher hergestellten Oberflächen 
erfolgte durch Lektinbindungsstudien mit dem Galektin His6CGL2. Dabei wurde 
gebundenes Lektin nicht nur fotometrisch nachgewiesen, sondern auch durch 
Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe des Fluoreszenz-markierten Antikörpers 
Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugates (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Lektinbindungsergebnis von mit Laktosylamin zusammen gespincoateten 
PEG-Sternschichten 
Der Zucker Laktosylamin wurde zusammen mit dem PEG-Prepolymer gespincoatet. Nach 
ausgiebigen Waschschritten erfolgte die Analytik mit dem Galektin His6CGL2. Nach Zugabe des 
Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugates konnte die Bindung fluoreszenzmikroskopisch untersucht 
werden. Hierbei zeigte sich eine gleichmäßige Beschichtung. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung der Detektion. 
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Die gleichmäßige Beschichtung des Glasplättchens war erkennbar, abgesehen 
von Kratzspuren der verwendeten Pinzette. Dieses Ergebnis wurde auch durch 
einen ELISA mit dem Galektin His6CGL2 und mit einer Anti-His6-Peroxidase 
bestätigt. Hierbei hatte die Laktosylamin-funktionalisierte Schicht eine 
signifikant höhere OD490nm (1,7) als die Negativkontrolle (PEG-Sternschicht 
OD490nm = 0,6).  
Zusammenfassend konnte die direkte Kopplung von Laktosylamin an die PEG-
Sternschicht durch Auftropfen auf eine mechanisch stabile Schicht oder durch 
Zugabe des Zuckers zum Prepolymer gezeigt werden. Des Weiteren konnten 
erste Indizien für eine durchgeführte Biokatalyse von LacNAc-Einheiten auf 
Laktosylamin-funktionalisierten Schichten gewonnen werden. 
 
3.1.3 Abschließende Bewertung der Arbeiten mit Laktosylamin 
Nicht nur die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten mit Laktosylamin, 
sondern auch die Zuckerdetektion über Lektine durch fotometrische und durch 
fluoreszenzmikroskopische Methoden konnten etabliert werden. Des Weiteren 
sprachen die Indizien dafür, dass auch die Biokatalyse von Poly-LacNAc-
Strukturen auf der Laktosylamin-PEG-Sternschicht möglich war. Jedoch erhielt 
man undefinierte Oberflächen, da keine Aussage über die Länge der 
Zuckerketten und deren Verteilung getroffen werden konnte. 
Die Funktionalisierung von Oberflächen mit Laktose für die effektive Adhäsion 
von Hepatozyten-Kulturen wird schon seit Mitte der 80er Jahre eingesetzt. 
Kobayashi et al. entwickelten Laktose-modifizierte Poly-Styren-Derivate als 
Zellkultur-Matrix (Kobayashi et al., 1985). In ihrer weiteren Forschungsarbeit 
konnten sie nicht nur eindeutig die Interaktion der terminalen Galaktose mit dem 
Asialoglykoprotein-Rezeptor, sondern auch den Einfluss auf die Differenzierung 
der Hepatozytenzellen nachweisen (Hirose et al., 2001; Lee et al., 2005). 
Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass solche Laktose-modifizierten 
Oberflächen in der Zellkultur vor allem die Ablagerung von Laminin durch die 
Hepatozyten bewirken, wodurch leber-spezifische Funktionen erhalten bleiben 
(Hoshiba et al., 2006). Neben dem erfolgreichen Beispiel der Hepatozyten-
Kultivierung für die zukünftige Entwicklung von künstlichen Lebern bzw. Leber-
Rekonstitutionen sind keine Beispiele für eine effektive Zelladhäsion bekannt.  
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Ein Aufbau einer artifiziellen ECM über Laktose-Funktionalisierungen würde 
wahrscheinlich auch nur schwer möglich sein, da die Mediatoren, die Galektine, 
nur eine sehr schwache Affinität gegenüber Laktose im Gegensatz zu Poly-
LacNAc-Strukturen zeigen. Aber als entscheidender Nachteil bei den hier 
dargestellten Arbeiten mit Laktosylamin ist vor allem die Instabilität des 
Produktes in wässriger Lösung hervorzuheben. Damit wurden nicht nur weitere 
Aufreinigungen, sondern auch weitere Umsetzungen deutlich erschwert. Für 
das primäre Ziel definierte Poly-LacNAc-Strukturen als biomolekulare 
Erkennungsstrukturen auf PEG-Sternschichten zu immobilisieren, überwogen 
beim Experimentieren mit Laktosylamin die Nachteile. Aus diesem Grund wurde 
nach alternativen chemisch modifizierten Zuckern gesucht, die sowohl eine 
terminale Funktionalisierung besaßen, als auch als Ausgangssubstanz für die 
Poly-LacNAc-Synthese genutzt werden konnten. 
 
 
3.2 β-D-GlcNAc-Linker-Azid als Ausgangssubstanz der 
Poly-LacNAc-Synthese und für die Produktion von 
biohybriden Oberflächen 
Als innovative Kopplungschemie wird in den letzten Jahren mehr und mehr die 
sogenannte “Click Chemie” verwendet. Das Konzept dieser Methodik wurde 
2001 von K. Barry Sharpless verbessert. Er beschreibt eine Möglichkeit schnell 
und zielgerichtet Zielmoleküle aus kleineren Einheiten zu synthetisieren, wie 
dies die Natur durchführt. Ein ideales Beispiel stellt die Huisgen´sche dipolare 
Cycloaddition von Aziden mit Alkenen dar. Dabei besitzt vor allem die Azid-
Gruppe den Vorteil der sehr hohen Stabilität gegenüber Dimerisierung bzw. 
Hydrolyse, bis ein starker Dipolarophil der Reaktion zugesetzt wird (Kolb et al., 
2001). Daher sollte auch β-D-N-Acetylglukosamin (β-D-GlcNAc) chemisch über 
einen Linker mit einer Azidgruppe am reduzierenden Ende funktionalisiert 
werden. 
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3.2.1 Chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-Azid 
Die chemische Synthese des β-D-GlcNAc-Linker-Azids wurde ausgehend von 
GlcNAc durchgeführt. Das Endprodukt konnte mit einer Gesamtausbeute von 
8% isoliert und durch 13C- und 1H-NMR charakterisiert werden (Sauerzapfe et 
al., 2008) (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: NMR-Ergebnis des β-D-GlcNAc-Linker-Azids [11] 
1H NMR (399,87 MHz, D2O, 30 oC): δ 1,786 (3H, s, Ac), 3,264 (1H, dd, J = 9,8, 8,7 Hz, H-4A), 
3,29* (2H, m, H-2), 3,329 (1H, ddd, J = 9,8, 5,0, 2,1 Hz, H-5A), 3,422 (1H, dd, J = 10,2, 8,7 Hz, 
H-3A), 3,540 (1H, dd, J = 12,4, 5,0 Hz, H-6Au), 3,61* (2H, m, H-1), 3,67* (1H, m, H-2A), 3,680 
(1H, dd, J = 12,4, 2,1 Hz, H-6Ad), 5,286 (1H, m, H-1A). 
13C NMR (100,55 MHz, D2O, 30 oC): δ 22,26 (Ac), 44,21 (C-1), 50,10 (C-2), 54,70 (C-2A), 60,85 
(C-6A), 69,87 (C-4A), 74,33 (C-3A), 77,54 (C-5A), 83,02 (C-1A), 175,31 (C=O). 
 
Dieses chemisch modifizierte β-D-GlcNAc sollte als Akzeptorsubstrat für die 
enzymatische (Poly)LacNAc-Synthese getestet werden. Die Azid-Funktionalität 
könnte für eine spätere Oberflächenkopplungsreaktion im Sinne der „Click 
Chemie“ genutzt werden. 
 
3.2.2 Biokatalytische LacNAc-Synthese 
Azid-funktionalisiertes β-D-GlcNAc sollte zunächst als Akzeptorsubstrat der 
humanen β4GalT-Konstrukte getestet werden. Drei verschiedene 
Proteinkonstrukte der humanen β4-GalT-1 (EC. 2.4.1.38) lagen innerhalb der 
Arbeitsgruppe schon vor (Sauerzapfe et al., 2007) (Abbildung 18).  
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Abbildung 18: Proteinkonstrukte der rekombinanten humanen β4GalT-1  
Drei Proteinkonstrukte der humanen β4GalT-1 (EC. 2.4.1.38) lagen rekombinant innerhalb der 
Arbeitsgruppe vor (Sauerzapfe et al., 2007). Zum einen als Fusionsprotein mit dem 
Prepropeptid der Lipase von Staphylococcus hyicus, welches bei der Aufreinigung in der 
Stammregion gespalten wird. Das zweite Fusionsprotein besteht aus dem Propeptid der Lipase 
von Staphylococcus hyicus und der katalytischen Domäne der β4GalT-1 mit einem N-
terminalen His6-Tag, der die Detektion und die Aufreinigung des Enzyms erleichtert. Das dritte 
Konstrukt wird für die periplasmatische Expression des Enzyms bestehend aus der 
Stammregion und der katalytischen Domäne der β4GalT-1 benutzt. 
 
In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die drei 
unterschiedlichen Proteinkonstrukte sich nicht nur in ihrem Aufbau, sondern 
auch in den katalytischen Charakteristika mit natürlichen und chemisch 
modifizierten Akzeptorsubstraten unterschieden (Sauerzapfe et al., 2007). Dies 
konnte für den Umsatz von Azid-funktionalisiertem β-D-GlcNAc mit der 
Propeptid-natβ4GalT-1, lumβ4GalT-1 und His6Propeptid-catβ4GalT-1 nicht 
bestätigt werden (Sauerzapfe et al., 2008) (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: β-D-GlcNAc-Linker-Azid als Akzeptorsubstrat der drei verschiedenen 
Konstrukte der humanen β4GalT-1 
Das chemisch Azid-funktionalisierte β-D-GlcNAc wurde als Akzeptorsubstrat der humanen 
β4GalT-1 Propeptid-natβ4GalT-1, lumβ4GalT-1 und His6Propeptid-catβ4GalT-1 getestet. Dafür 
wurde eine Synthese mit β-D-GlcNAc und β-D-GlcNAc-Linker-Azid als Akzeptorsubstrate 
angesetzt und die Produktbildung durch HPLC über die Zeit analysiert. Deutliche Unterschiede 
waren zwischen den gemessenen Aktivitäten mit den beiden Akzeptorsubstraten (β-D-GlcNAc 
schwarze Balken, β-D-GlcNAc-Linker-Azid graue Balken) feststellbar. 
His6Propeptid-catβ4GalT-1: 100% = 140 mU/ml mit 5 mM β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat, 
Propeptid-natβ4GalT-1: 100% = 5 mU/ml mit 5 mM β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat, lum-
β4GalT-1 : 100% =  4,5 mU/ml mit 5 mM β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat. 
 
Das Ergebnis zeigte, dass der modifizierte Zucker als Akzeptorsubstrat der 
humanen β1,4-Galaktosyltransferasen genutzt werden konnte. Aber alle 
Enzyme wiesen eine reduzierte volumetrische Aktivität gegenüber β-D-GlcNAc-
Linker-Azid im Vergleich zu β-D-GlcNAc auf.  
Eine Studie über die Akzeptorspezifitäten mit aus boviner Milch isolierter 
β4GalT betont die Bedeutung des hydrophoben Aglykons für die Bindung an 
dem aktiven Zentrum des Enzyms, wodurch katalytische Effizienzen deutlich 
erhöht werden können (Brockhausen et al., 2006). Dieser hydrophobe 
Charakter des Aglykons bewirkt zwar eine bessere Affinität, jedoch auch die 
Gefahr der Substratinhibition.  
Hier konnten jedoch mit dem β-D-GlcNAc-Linker-Azid im Vergleich zu β-D-
GlcNAc als Akzeptorsubstrat keine verbesserten Umsätze mit den getesteten 
humanen Enzymen festgestellt werden. Eher im Gegenteil, die Aktivität war bei 
allen Konstrukten herabgesetzt. Deswegen müssten für die zukünftige Nutzung 
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des β-D-GlcNAc-Linker-Azids umfassende kinetische Untersuchungen erfolgen, 
um den genauen Einfluss des Aglykons auf die humanen Enzyme zu 
bestimmen. Aufgrund der Fokussierung der geplanten Funktionalisierungen von 
aminoreaktiven Oberflächen wurde hierauf in dieser Arbeit verzichtet. Aber das 
Akzeptorsubstrat besitzt noch ein enormes Potential für zukünftige 
weiterführende Funktionalisierungsarbeiten. 
 
3.2.3 Abschließende Bewertung der Arbeiten mit β-D-GlcNAc-Linker-
Azid 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die chemische Synthese des β-
D-GlcNAc-Linker-Azids erfolgreich etabliert wurde und der modifizierte Zucker 
als Akzeptorsubstrat für die biokatalytische Synthese genutzt werden konnte.  
Schon durch die diversen Publikationen von O. Blixt konnte gezeigt werden, 
dass sowohl die biokatalytische Poly-LacNAc-Synthese mit bakteriellen 
Enzymen als auch die anschließende Ankopplung an Oberflächen mit solchen 
Zuckerstrukturen funktionieren kann (Blixt et al., 2005; Bryan et al., 2004). Die 
LacNAc-Synthese ausgehend von einem β-D-GlcNAc-Linker-Azid mit dem 
Fusionsprotein bestehend aus einer bakteriellen  β4GalT und aus einer 
bakteriellen UDP-Galaktose 4´-Epimerase konnte mit 96% Ausbeute 
durchgeführt werden (Vasiliu et al., 2006). Auch die weiteren Umsätze zu 
verschiedenen Poly-LacNAc-Strukturen erfolgten mit ausreichender Effizienz. 
Deswegen ist das Potential des β-D-GlcNAc-Linker-Azids an dieser Stelle noch 
nicht ausgeschöpft. Umfassende enzymatische Charakterisierungen mit 
humanen und bakteriellen Glykosyltransferasen müssten hier noch folgen. 
Anschließend könnte die Azido-Funktionalisierung des Zuckers für die 
Herstellung von Oligosaccharidbausteinen für die Nachahmung von 
multivalenten Glykanstrukturen genutzt werden.  
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3.3 pNP-Zucker als Ausgangssubstanz der Poly-
LacNAc-Synthese und für die Produktion von 
biohybriden Oberflächen 
Für die biokatalytische Poly-LacNAc-Synthese und für die Funktionalisierung 
von Oberflächen sollten pNP-Zucker als Substrate getestet werden (Abbildung 
20).  
HO
O
HO O
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NO2
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[12]
OH
O
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OH
[13]
 
Abbildung 20: pNP-β-D-GlcNAc [12] und pNP-β-D-Gal [13] 
 
Die Zucker zeichnen sich durch eine β-ständige aromatische C1-Modifikation 
mit einer para-Nitrophenylgruppe aus. Diese funktionelle Gruppe kann entweder 
durch Pd-C/H2 (Zeng et al., 2007) oder durch FeSO4/NH4OH (Semenuk et al., 
2001) zu einer terminalen Aminogruppe reduziert und damit für die 
Funktionalisierung von Oberflächen genutzt werden. Die chemische Synthese 
des Zuckers ist in der Literatur schon beschrieben (Zeng et al., 2007), ebenfalls 
kann auf preisgünstige kommerzielle Quellen zurückgegriffen werden (Sigma-
Aldrich; 100 mg pNP-β-D-GlcNAc 31,- €, Stand Mai 2007). Erste Daten zur 
enzymatischen LacNAc-Synthese mittels Transferasen und Glykosidasen sind 
in verschiedenen Publikationen zu finden (Murata et al., 2005; Brockhausen et 
al., 2006; Murata und Usui, 2006). Brockhausen et al. testeten das 
Zuckersubstrat [12] mit der bovinen β4GalT isoliert aus Milch. Sie konnten eine 
zehnfach gesteigerte Affinität, aber auch eine zehnfach reduzierte 
Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu β-D-GlcNAc feststellen, so dass die 
kinetische Effizienz (vmax/KM) des Enzyms gegenüber dem modifizierten Zucker 
nicht reduziert war (Brockhausen et al., 2006).  
Anhand der Literaturlage waren die pNP-Zucker viel versprechende Substrate 
für die geplanten Arbeiten, weil sowohl die chemische Synthese, die 
Aminofunktionalisierung, als auch die enzymatische Katalyse teilweise schon 
beschrieben waren.  
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3.3.1 Enzymatische LacNAc-Synthese mit pNP-β-D-GlcNAc als 
Akzeptorsubstrat 
In einem ersten Versuchsabschnitt sollten die drei menschlichen β4GalT-1-
Konstrukte aus der Arbeitsgruppe für die enzymatische LacNAc-Synthese mit 
pNP-β-D-GlcNAc als  Akzeptorsubstrat getestet werden. Eine umfassende 
kinetische Charakterisierung wurde durchgeführt (Sauerzapfe et al., 2007) 
(Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Kinetikmessung mit pNP-β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat  
Die Bestimmung der Kinetikdaten der drei verschiedenen humanen β4GalT-1-Konstrukte wurde 
durch den diskontinuierlichen HPLC-Aktivitätstest durchgeführt. Dafür wurden die 
Enzymlösungen (~15 mU/ml mit 10 mM β-GlcNAc als Akzeptorsubstrat) bei 30°C mit 5 mM 
UDP-Galaktose, variierenden Konzentrationen von pNP-β-D-GlcNAc und 0,5 U alkalische 
Phosphatase in einem 100 mM HEPES-NaOH Puffer pH 7,2 inkubiert. Dem Puffer waren        
25 mM KCl, 1 mM DTT und 2 mM MnCl2 zugesetzt. Nach Abstoppen der Proben zu 
verschiedenen Zeitpunkten erfolgte die Analytik durch HPLC. Die Kinetikdaten konnten mit Hilfe 
von Sigma Plot 9.0 berechnet werden.  
• His6Propeptid-catβ4GalT-1:  
vmax app = 4931 ± 506 mU/mg, KM app = 1,82 ± 0,25 mM, KiS app = 1,66 ± 0,25 mM,                                      
vmax app/ KMapp = 2,7 U/mg*mM 
▼ Propeptid-natβ4GalT-1:  
vmax app = 380 ± 94 mU/mg, KM app = 0,84 ± 0,33 mM, KiS app = 2,51 ± 1,14 mM,  
vmax app/ KMapp = 0,45 U/mg*mM 
■ lumβ4GalT-1:  
vmax app = 157 ± 41 mU/mg, KM app = 0,95 ± 0,39 mM, KiS app = 3,80 ± 2,47 mM,  
vmax app/ KMapp = 0,17 U/mg*mM 
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Deutliche Unterschiede waren zwischen den Enzymkonstrukten feststellbar 
(Abbildung 24). Die höchste katalytische Effizienz gegenüber pNP-β-D-GlcNAc 
besaß die His6Propeptid-catβ4GalT-1 aufgrund der sehr hohen maximalen 
Reaktionsgeschwindigkeit. Die beiden anderen Konstrukte Propeptid-
natβ4GalT-1 und lumβ4GalT-1 hatten zwar eine bessere Affinität gegenüber 
dem modifizierten Substrat, jedoch war die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich 
geringer im Vergleich zur His6Propeptid-catβ4GalT-1. Bei allen drei Konstrukten 
traten Substratinhibitionen auf, die sich auf die durchzuführenden präparativen 
Synthesen auswirkten. Die Konzentration von pNP-β-D-GlcNAc durfte demnach 
im Syntheseansatz nicht zu hoch gewählt werden bzw. alternative 
Synthesestrategien wie zum Beispiel repetierende Batch- oder Fed-
Batchverfahren sollten ausgetestet werden. Im Vergleich zu Literaturdaten 
zeigten die drei Enzymkonstrukte eine erhöhte katalytische Effizienz im 
Vergleich zu unmodifizierten β-D-GlcNAc bei allen drei Konstrukten (Sauerzapfe 
et al., 2007) (Tabelle 3).  
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Tabelle 3: Kinetische Daten verschiedener β4GalTs mit β-D-GlcNAc und  pNP-β-D-GlcNAc 
als Akzeptorsubstrat (Sauerzapfe et al., 2007) 
 β-D-GlcNAc pNP-β-D-GlcNAc 
Propeptid-natβ4GalT-1 
vmax [mU/mg] 
KM [mM] 
vmax/ KM [U/mg*mM] 
KiS [mM] 
 
158,7a 
4,2 a 
0,04 a 
- a
 
380,0 
0,8 
0,45 
2,51
Lumβ4GalT-1 
vmax [mU/mg] 
KM [mM] 
vmax/ KM [U/mg*mM]  
KiS [mM] 
 
55,2 a 
5,5 a 
0,01 a 
264 a
 
157,0 
1,0 
0,17 
3,80
His6Propeptid-catβ4GalT-1 
vmax [mU/mg] 
KM [mM] 
vmax/ KM [U/mg*mM] 
KiS [mM] 
 
234,8 a 
2,3 a 
0,10 a 
- a
 
4931,0 
1,8 
2,7 
1,66
Bovine β4GalT-1 
vmax [mU/mg] 
KM [mM] 
vmax/ KM [U/mg*mM] 
KiS [mM] 
 
926,6 b 
3,5 b 
0,26 b 
- b
 
228,3 b 
0,15 b 
1,5 b 
- b
a) Daten aus der Dissertation von D.-J. Namdjou (Namdjou, D. J., 2006) 
b) Daten aus Brockhausen et al. (Brockhausen et al., 2006) 
 
Die umfassende kinetische Charakterisierung des Akzeptorsubstrates von 
boviner β4GalT stellte die Wichtigkeit des hydrophoben Aglykons für die 
Enzymbindung dar (Brockhausen et al., 2006). Innerhalb der Studie konnte die 
erhöhte katalytische Effizienz aufgrund der Erhöhung der Affinität des Enzyms 
zu modifizierten β-D-GlcNAc-Substraten beobachtet werden. Im Vergleich zu 
diesen Daten konnte mit der His6Propeptid-catβ4GalT-1 eine deutlich höhere 
Steigerung der katalytischen Effizienz (27-fach) festgestellt werden. Dies lag vor 
allem an der ungewöhnlich hohen maximalen Reaktionsgeschwindigkeit, die 
wahrscheinlich auf das spezielle Proteinkonstrukt der  His6Propeptid-
catβ4GalT-1 zurückzuführen war. Durch die Fusion der katalytischen Domäne 
der humanen β4GalT-1 mit dem Propeptid der Lipase von Staphylococcus 
hyicus wurden die biokatalytischen Eigenschaften des Enzyms in Bezug auf die 
 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
 
46 
Umsetzung von hydrophoben Substraten positiv beeinflusst.  Dieses Ergebnis 
spiegelte sich  auch in den gemessenen Zeit-Umsatzkurven mit und ohne in situ 
Regenerierung des Donorsubstrates UDP-Gal mit Hilfe der SuSy und der UDP-
Glukose 4´-Epimerase wider (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: pNP-LacNAc-Synthese ohne (A) und mit in situ Regeneration (B) des 
Donorsubstrates  
Die Synthese von pNP-β-D-LacNAc [14] wurde ohne (A) und mit in situ Regeneration des 
Donorsubstrates UDP-Gal (B) durchgeführt. Beide Ansätze wurden nach entsprechender 
Vorbereitung bei 30°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden HPLC-Proben für die 
Bestimmung des Umsatzes gezogen. 
Für Ansatz A wurden 2 mU (10 mM β-D-GlcNAc als Substrat) β4GalT-1 (i), 2 U alkalische 
Phosphatase, 5 mM pNP-β-D-GlcNAc, 6,25 mM UDP-Gal, 100 mM HEPES-NaOH, pH 7,2,     
25 mM KCl, 1 mM DTT und 2 mM MnCl2 gemischt. Ansatz B bestand aus 0,5 mU (10 mM β-D-
GlcNAc als Substrat) β4GalT-1 (i), 13 mU SuSy 1 (ii), 33 mU UDP-Glukose 4´-Epimerase (iii),       
1,5 mM pNP-β-D-GlcNAc, 400 mM Saccharose, 1 mg/ml BSA, 0,3 mM UDP-Glukose,            
100 mM HEPES-NaOH, pH 7,2, 25 mM KCl, 1 mM DTT und 1 mM MnCl2.  
Schwarze Balken: His6Propeptid-catβ4GalT-1, hellgraue Balken: lumβ4GalT-1, dunkelgraue 
Balken: Propeptid-natβ4GalT-1. 
 
Die Unterschiede der verschiedenen enzymatischen katalytischen Effizienzen 
der β4GalT-1-Konstrukte wurden bei den Syntheseansätzen bestätigt. In beiden 
Syntheseansätzen konnte die His6Propeptid-catβ4GalT-1 5 mM pNP-β-D-
GlcNAc nach 2 Stunden komplett umsetzen. Deutlich geringere Umsätze waren 
für die Propeptid-natβ4GalT-1 und lumβ4GalT-1 feststellbar – ~5 % und ~20%. 
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Erstaunlich war jedoch die bessere Syntheseaktivität der lumβ4GalT-1, da 
dieses Enzym eigentlich die scheinbar schlechtere katalytische Effizienz im 
Vergleich zur Propeptid-natβ4GalT-1 besaß. Erklärbar war dies nur durch eine 
stärkere Substratinhibition bei letzterem Enzymkonstrukt. Eventuell wurde die 
Propeptid-natβ4GalT-1 auch durch das entstehende Produkt effizient gehemmt. 
Da aber beide Enzyme eine deutlich schlechtere Produktivität nach 1 h 
Inkubation (lumβ4GalT-1: 0,05 mg Produkt/U Enzym; Propeptid-catβ4GalT-1: 
0,01 mg Produkt/U Enzym) im Vergleich zur His6Propeptid-catβ4GalT-1 (0,3 mg 
Produkt/U Enzym) hatten, wurde auf die Untersuchung von weiteren 
Inhibitionseffekten verzichtet. Bezieht man die unterschiedlichen 
Enzymproduktions- und Aufreinigungsverfahren in die Effizienzbewertung mit 
ein, ist die Effizienz der His6Propeptid-catβ4GalT-1 noch deutlicher. Im 
Weiteren sollten die gewonnen Daten noch mit den Daten von Zervosen et al. 
verglichen werden (Zervosen und Elling, 1996). Innerhalb der Arbeit wurde die 
in situ Regeneration des Donorsubstrates für die Produktion von LacNAc mit 
Hilfe der kommerziellen β4GalT aus humaner Milch, SuSy aus Reis und UDP-
Glukose 4´-Epimerase aus Saccharomyces cerevisiae entwickelt. Bei den hier 
präsentierten Arbeiten mit dem modifizierten Akzeptorsubstrat und den 
rekombinanten Enzymen konnte eine gesteigerte Produktivität bei gleich 
bleibender Raum-Zeit-Ausbeute (16 mmol/L*d) im Vergleich zu dem nativen 
Substrat und isolierten Enzymen festgestellt werden. Die Produktivität der 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 erreichte 1 mmol/U, Zervosen et al. konnten in 
ihrem optimierten Ansatz eine Produktivität von 0,2 mmol/U erreichen. Jedoch 
konnte die Produktivität der LacNAc Synthese durch die Prozessführung in 
repetierenden Batchansätzen um den Faktor sechs gesteigert werden. 
Aufgrund dieser Ergebnisse sollte auch mit den hier verwendeten drei 
Enzymkonstrukten sowohl das Fed-Batch-Verfahren als auch das Repetitive-
Batch-Verfahren zur Erhöhung der Produktivität getestet werden (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Ergebnis der Repetitive- (A) und Fed-Batch-Synthese (B) von pNP-β-D-
LacNAc  
Zur Steigerung der Produktivität wurde sowohl die Synthese im repetierenden 
Syntheseverfahren (A) als auch im Fed-Batch-Verfahren (B) getestet. Dafür wurde zunächst in 
beiden Fällen folgender Syntheseansatz zusammenpipettiert: 0,5 mU (10 mM β-D-GlcNAc als 
Substrat) β4GalT-1, 13 mU SuSy 1, 33 mU UDP-Glukose 4´-Epimerase, 1,5 mM pNP-β-D-
GlcNAc, 400 mM Saccharose, 1 mg/ml BSA, 0,3 mM UDP-Glukose, 100 mM HEPES-NaOH, 
pH 7,2,    25 mM KCl, 1 mM DTT und 1 mM MnCl2. Nach Übernachtinkubation bei 30°C wurde 
bei beiden Verfahren eine Probe gezogen und der Umsatz durch HPLC-Analytik analysiert. Im 
repetierenden Batchverfahren wurde das Produkt durch Ultrazentrifugation abgetrennt und 
neues Substrat zugefügt. Bei der Fed-Batch-Synthese wurde nur Akzeptorsubstrat ergänzt. Es 
folgte die weitere Inkubation bei 30°C und Kontrolle der Produktion von pNP-β-D-LacNAc. 
Schwarze Balken: His6Propeptid-catβ4GalT-1, hellgraue Balken: lumβ4GalT-1, dunkelgraue 
Balken: Propeptid-natβ4GalT-1. 
 
Eine effektive Synthese mit gleich bleibenden 100%-igen Ausbeuten konnte mit 
keinem Verfahren aufgrund von Enzyminstabilitäten oder Inhibitionseffekten 
erfolgreich etabliert werden. Am besten katalysierte die His6Propeptid-
catβ4GalT-1 die Reaktion, jedoch sank auch bei diesem Enzym die Ausbeute 
im zweiten Zyklus auf 90%. Dadurch müsste bei einer präparativen Synthese 
eine zeit- und materialaufwendige Abtrennung des Eduktes vom Produkt 
erfolgen. Deswegen wurde auf eine solche Prozessführung verzichtet.  
Zusammenfassend konnte die pNP-β-D-LacNAc-Synthese mit Hilfe der 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 etabliert und detailliert charakterisiert werden 
(Sauerzapfe et al., 2007) (Abbildung 21, Abbildung 24).  
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Abbildung 24: Donorkinetikmessung mit pNP-β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat und der 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 (Sauerzapfe et al., 2007) 
Die Bestimmung der Kinetikdaten der His6Propeptid-catβ4GalT-1 wurde durch den 
diskontinuierlichen HPLC-Aktivitätstest bestimmt. Für die Messung der Donorkinetikdaten 
wurde die Enzymlösung (~15 mU/ml mit 10 mM β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat) bei 30°C mit 
5 mM pNP-β-D-GlcNAc, variierenden Konzentrationen von UDP-Galaktose und 0,5 U alkalische 
Phosphatase in einem 100 mM HEPES-NaOH Puffer pH 7,2 inkubiert. Dem Puffer waren        
25 mM KCl, 1 mM DTT und 2 mM MnCl2 zugesetzt. Nach Abstoppen der Proben zu 
verschiedenen Zeitpunkten erfolgte die Analytik durch HPLC. Die Kinetikdaten konnten mit Hilfe 
von Sigma Plot 9.0 berechnet werden.  
Messergebnis der Donorkinetik:  
vmax app = 1409 ± 59 mU/mg, KM app = 2,1 ± 0.25 mM, vmax app/ KMapp = 0,67 U/mg*mM 
 
Die Kinetikdaten zeigten deutlich, dass der erste Syntheseschritt durch die 
vorhandene Substratinhibition bestimmt wurde. Höhere Konzentrationen als     
5 mM pNP-β-D-GlcNAc führten zu keinem 100%-igen Umsatz, auch die 
repetitive Batchsynthese und Fed-Batch-Synthese konnten nicht etabliert 
werden. Deswegen müssten verfahrenstechnische Methoden genutzt werden, 
um das Produkt in einem größeren Maßstab zu synthetisieren. Eine Idee wäre 
die zukünftige Nutzung von Mikro-Durchfluss-Membranreaktoren. Jedoch 
reichte der kleine Synthesemaßstab für die präparative Synthese zur 
Etablierung der Funktionalisierung von Oberflächen an dieser Stelle vollständig 
aus. Die hohen Kosten der Synthese durch den Gebrauch von UDP-Galaktose 
konnten durch den Einsatz der Hilfsenzyme SuSy 1 und UDP-Glukose 4´-
Epimerase zur in situ Regeneration des Donorsubstrates und zur Nutzung von 
UDP gesenkt werden. Damit zeichnete sich die enzymatische Katalyse sowohl 
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durch eine hohe Effektivität, als auch durch eine hohe Produktivität und durch 
ein kostengünstiges Verfahren aus. 
 
3.3.2 Isolierung von pNP-LacNAc 
Bevor pNP-LacNAc für die weitere enzymatische Synthese getestet wurde, 
sollte ein effektives Isolierungsverfahren etabliert werden. Insbesondere für die 
weitere kinetische Charakterisierung mit einer β3GlcNAcT oder für die 
Aminofunktionalisierung mussten die produzierten Strukturen in reiner Form 
vorliegen.  
Erste Versuche mit verschiedenen Kieselgelsäulen und Amberlite XAD-4 
schlugen fehl. Deshalb wurde versucht, die hydrophoben Eigenschaften der C1-
Modifikation für die Isolierung auszunutzen. Über hydrophobe 
Wechselwirkungen sollte pNP-LacNAc mit einer Sep-Pak-C18-Säule 
interagieren (Abbildung 25).  
 
Abbildung 25: Isolierung von pNP-LacNAc über eine Sep-Pak-C18-Säule  
Für die Isolierung von pNP-LacNAc wurde der Syntheseansatz (A) auf eine Sep-Pak-C18-Säule 
gegeben und der Durchfluss (B) aufgefangen. Nach einem Waschschritt mit Wasser (C) wurde 
der Zucker mit einer 95%-igen Ausbeute effizient mit 10% Methanol eluiert (D). Alle Proben 
wurden durch HPLC analysiert.  
 
 
 
 
51 
Die Isolierung konnte erfolgreich etabliert werden. Die fast vollständige 
Abtrennung der störenden Substanzen wie aktivierte Zucker, Salze und 
Pufferbestandteile von pNP-LacNAc konnte mit einer gleichzeitigen 95%-igen 
Ausbeute des synthetisierten Zuckers erreicht werden. Dementsprechend 
wurde das Verfahren zur einfachen, aber sehr effektiven Isolierung der 
modifizierten pNP-Zucker eingesetzt. 
 
3.3.3 Enzymatische Poly-LacNAc-Synthese mit pNP-Zuckern als 
Akzeptorsubstrat 
Für die Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen wurde die β3GlcNAcT von 
Helicobacter pylori eingesetzt (Logan et al., 2005). Bei verschiedenen Ansätzen 
für die Synthese des Trisaccharides konnten nur geringe Umsätze (±10%) 
gemessen werden, wenn das Enzym alleine eingesetzt wurde. Verschiedene 
Untersuchungen zu Inhibitionseffekten ließen keine eindeutige Aussage zu, 
jedoch war ein die Enzymaktivität stabilisierender Effekt durch Zugabe der 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 feststellbar. Deshalb war es trotzdem möglich eine 
erste kinetische Charakterisierung durchzuführen (Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Kinetikdaten der β3GlcNAcT mit pNP-LacNAc als Akzeptorsubstrat 
Die präsentierten Kinetikdaten wurden durch den HPLC-Aktivitätstest gemessen [1,5 µl X mM 
UDP-GlcNAc, 0,5 µl 100 mM MnCl2, 0,5 µl 100 mM MgCl2, 30 µl Y mM pNP-LacNAc, 10 µl 1 M 
HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, pH 7,2, 10 µl 10 mg/ml BSA, 24 µl β3GlcNAcT von 
Helicobacter pylori (10 mU/ml), 2 µl alkalische Phosphatase (1 U/µl) und 22 µl His6Propeptid-
catβ4GalT-1 (15 mU/ml)]. Dabei wurde die Konzentration von 0-3 mM pNP-LacNAc vermessen 
bei einer konstanten Konzentration von 1,5 mM UDP-GlcNAc. Ebenso wurde UDP-GlcNAc von 
0-5 mM variiert bei einer konstanten Konzentration von 1,5 mM pNP-LacNAc. Nach Abstoppen 
der Proben zu definierten Zeitpunkten erfolgte die Analytik durch HPLC. Die Kinetikdaten 
konnten mit Hilfe von Sigma Plot 9.0 berechnet werden. 
A. Messergebnis der Akzeptorkinetik:  
vmax app = 15,2 ± 5,4 mU/mg, KM app = 9,1 ± 3,9 mM, vmax app/ KMapp = 1,7 mU/mg*mM 
B. Messergebnis der Donorkinetik:  
vmax app = 4,1 ± 0,4 mU/mg, KM app = 1,2 ± 0,21 mM, KiS app = 3,6 ± 0,73 mM,   
vmax app/ KMapp = 3,4 mU/mg*mM 
 
Das Ergebnis der Kinetikmessung zeigte die sehr niedrige Affinität der 
bakteriellen β3GlcNAcT zu dem modifizierten Akzeptorsubstrat.  Darüber 
hinaus war auch die spezifische Aktivität sehr gering. Aber im Vergleich mit der 
humanen i-GnT erwiesen sich die volumetrischen Aktivitäten als deutlich höher. 
Fukuda et al. konnte nur eine maximale volumetrische Aktivität von 1,6 mU/ml 
mit einem Gal(β1-4)GlcNAc(β1-6)Man(α1-6)Man-β−octyl-Derivat messen (Ujita 
et al., 1999; Ujita et al., 2000).  Die bakterielle β3GlcNAcT aus der hier 
präsentierten Studie zeigte eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von      
~20 mU/ml. Jedoch besaß das humane Enzym eine viel bessere Affinität von 
1,2 mM gegenüber dem Akzeptorsubstrat.  
Logan et al., die Entdecker der β3GlcNAcT aus Helicobacter pylori, konnten 
keine Kinetikdaten zu dem Enzym aufgrund von zu starken Messschwankungen 
zeigen, jedoch in Kombination mit einer β4GalT die Synthese bis zu einem 
Hexasaccharid detektieren (Logan et al., 2005). Dies sollte auch mit Hilfe der 
β3GlcNAcT in Kombination mit den drei verschiedenen humanen β4GalTs 
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getestet werden. Dafür wurden Ansätze sowohl ohne als auch mit in situ 
Regeneration des Donorsubstrates gewählt (Abbildung 27, Abbildung 28).  
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Abbildung 27: pNP-Poly-LacNAc-Synthese mit den humanen Konstrukten der β4GalT und 
der bakteriellen β3GlcNAcT  
Die Synthese von pNP-Poly-LacNAc-Strukturen ohne in situ Regeneration des Donorsubstrates 
wurde ausgehend von pNP-LacNAc mit allen drei humanen β4GalT-1-Konstrukten  und der 
bakteriellen β3GlcNAcT getestet. Dafür wurden 1,5 µl 100 mM UDP-GlcNAc, 1,5 µl 100 mM 
UDP-Gal, 50 µl 5 mM pNP-LacNAc (in 1 mM MnCl2, 1 mM MgCl2, 100 mM HEPES, 25 mM KCl, 
1 mM DTT, pH 7,2, 1 mg/ml BSA), 22 µl β3GlcNAcT von Helicobacter pylori (10 mU/ml), 22 µl 
β4GalT-1 (15 mU/ml) und 3 µl alkalische Phosphatase (1 U/µl) zusammen bei 30°C für 48 
Stunden inkubiert. Der Umsatz wurde durch HPLC-Analytik bestimmt. Es waren keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Enzymkonstrukten feststellbar, deswegen ist das 
Ergebnis der Enzymkonstrukte an dieser Stelle zusammengefasst. 
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Abbildung 28: pNP-Poly-LacNAc-Synthese mit den humanen Konstrukten der β4GalT und 
der bakteriellen β3GlcNAcT inklusive der in situ Regeneration des Donorsubstrates UDP-
Gal 
Die pNP-Poly-LacNAc-Synthese mit in situ Regeneration des Donorsubstrates UDP-Gal wurde 
ausgehend von pNP-LacNAc (B) mit allen drei humanen β4GalT-1-Konstrukten getestet. Dafür 
wurden  2 µl 100 mM UDP-GlcNAc, 1 µl 50 mM UDP-Glc, 50 µl 5 mM pNP-Zucker (in 1 mM 
MnCl2, 1 mM MgCl2, 100 mM HEPES, 25 mM KCl, 1 mM DTT, pH 7,2, 1 mg/ml BSA, 400 mM 
Saccharose), 21 µl β3GlcNAcT von Helicobacter pylori (10 mU/ml), 8 µl β4GalT-1 (15 mU/ml), 
10 µl SuSy 1 (i; 0.4 U/ml) und 8 µl UDP-Glukose 4´-Epimerase (ii; 60 U/ml) zusammen bei 30°C 
für 48 Stunden inkubiert. Der Umsatz wurde durch HPLC-Messungen nach 24 h und 48 h 
bestimmt. Deutliche Unterschiede waren zwischen den Enzymkonstrukten feststellbar. 
Dargestellt sind die Ergebnisse nach  24 h Inkubation. 
(a) His6Propeptid-catβ4GalT-1, (b) lumβ4GalT-1, (c) Propeptid-natβ4GalT-1. 
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Deutliche Unterschiede waren zwischen den verschiedenen Synthesestrategien 
erkennbar. Die Synthese von pNP-Poly-LacNAc-Derivaten ausgehend von 
pNP-LacNAc ohne in situ Regeneration des Donorsubstrates  war bei allen drei 
Enzymen gleich effizient. Dies bedeutete, dass der inhibitorische Einfluss der 
C1-Modifikation des Akzeptorsubstrates für die Synthese von längeren 
Zuckerstrukturen kaum noch einen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
und Enzymaffinität hatte. Daher war es umso verwunderlicher, dass bei der 
Synthese mit in situ Regeneration des Donorsubstrates UDP-Gal ausgehend 
von pNP-LacNAc deutliche Unterschiede in den Umsätzen feststellbar waren. 
Während die His6Propeptid-catβ4GalT-1 nach 24 Stunden Inkubation schon 
über 70% des Akzeptorsubstrates umgesetzt hatte, lagen die Umsätze für die 
lumβ4GalT-1 und Propeptid-natβ4GalT-1 unter 35%. Eine Erklärung wäre, dass 
die His6Propeptid-catβ4GalT-1 einen kooperativen Effekt mit der SuSy 1 und/ 
oder UDP-Glukose 4´-Epimerase ausbilden konnte. Ein exakter Nachweis 
konnte aber innerhalb dieser Arbeit nicht durchgeführt werden.  
Zusammenfassend konnte aber gezeigt werden, dass bei allen durchgeführten 
Ansätzen keine Zuckerstrukturen größer als das Hexasaccharid sicher 
detektierbar waren. Dieses Phänomen wurde auch schon von Logan et al. 
beschrieben (Logan et al., 2005). Zur Bestätigung der produzierten pNP-Poly-
LacNAc-Strukturen wurden Deglykosylierungsexperimente mit der β-N-
Acetylglukosaminidase aus Jack bean und β-Galaktosidase aus Aspergillus 
oryzae durchgeführt (Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Deglykosylierungsexperiment ausgehend von pNP-Poly-LacNAc  
Für die Durchführung der Deglykosylierungsexperimente wurde eine biokatalytisch produzierte         
pNP-Poly-LacNAc-Synthese durch eine Sep-Pak-C18-Säule aufgereinigt (A). Anschließend 
wurden 30 µl 1 mM sauberes pNP-Poly-LacNAc  mit 10 µl 50 U/ml β-N-Acetylglukosaminidase 
(B) und 30 µl 1 mM sauberes pNP-Poly-LacNAc  mit 10 µl 50 U/ml β-Galaktosidase (C) bei 
30°C für 16 Stunden inkubiert. Die Analytik der Deglykosylierungsansätze erfolgte durch HPLC.  
1: Hexasaccharid [18] – 19,1 min, 2: Pentasaccharid [17] – 19,6 min, 3: Tetrasaccharid [16] – 
19,9 min, 4: Trisaccharid [15] – 20,6 min, 5: Disaccharid [14] – 20,8 min, 6: Monosaccharid 
(pNP-β-D-GlcNAc) [12] – 21,8 min, 7: Spaltprodukt der pNP-Zucker – 34,4 min. 
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Durch die Deglykosylierungsexperimente mit den beiden verschiedenen 
Glykosidasen konnte die Identität der Zuckerstrukturen trotz des Auftretens des 
Spaltproduktes bestätigt werden. Jedoch war die Länge der Zuckerketten relativ 
kurz. Für erste Funktionalisierungsversuche von Oberflächen sollte die 
Synthese ausreichen, obwohl in der Natur auch Poly-LacNAc-Strukturen 
bestehend aus 12-14 Zuckereinheiten beschrieben sind (Varki et al., 1999). Für 
die biokatalytische Produktion von längerkettigen Poly-LacNAc-Strukturen (> 3 
LacNAc-Einheiten) schien sich pNP-β-D-GlcNAc nicht als Akzeptorsubstrat 
anzubieten. 
Jedoch eigneten sich die pNP-Zucker als Testsubstrat für die Funktionalisierung 
von Oberflächen. Neben der Charakterisierung von pNP-β-D-GlcNAc sollte 
auch die Charakterisierung von pNP-β-D-Gal erfolgen. Der Zucker pNP-β-D-Gal 
sollte als Testsubstanz für die Aminofunktionalisierung und 
Oberflächenkopplungen dienen, weil der Zucker preisgünstiger war als pNP-
GlcNAc (Sigma-Aldrich; pNP-β-D-GlcNAc 100 mg 31,- €, pNP-β-D-Gal 100 mg 
12,- €, Stand Mai 2007). Da in zukünftigen Arbeiten auch die Poly-LacNAc-
Biokatalyse an immobilisierten Zuckerstrukturen angedacht war, wurde die 
Synthese zunächst mit dem löslichen Akzeptor pNP-β-D-Gal mit der β3GlcNAcT 
und den drei verschiedenen humanen β4GalT-1-Konstrukten charakterisiert 
(Abbildung 30). 
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Abbildung 30: pNP-Poly-LacNAc-Synthese ausgehend von dem Akzeptorsubstrat pNP-β-
D-Gal  
Die pNP-Poly-LacNAc-Synthese wurde mit in situ Regeneration des Donorsubstrates UDP-Gal 
ausgehend von pNP-β-D-Gal mit allen drei humanen β4GalT-1-Konstrukten getestet. Die 
Ansätze wurden bei 30°C inkubiert und der Umsatz durch HPLC-Analytik bestimmt. Dabei 
bestand der Ansatz aus 0,5 mU β4GalT-1, 0,4 mU β3GlcNAcT, 3 mM pNP-β-D-Gal, 1,5 mM 
UDP-GlcNAc, 100 mM HEPES-NaOH, pH 7,2, 25 mM KCl, 1 mM DTT, 1 mg/ml BSA, 0,5 mM 
MgCl2,  0,5 mM MnCl2, 400 mM Saccharose, 4,6 mU SuSy 1 (i) und 300 mU UDP-Glukose 4´-
Epimerase (ii).  
Schwarze Balken: His6Propeptid-catβ4GalT-1, hellgraue Balken: lumβ4GalT-1, dunkelgraue 
Balken: Propeptid-natβ4GalT-1.  
[13]: pNP-β-D-Gal, [44]: Disaccharid, [45]: Trisaccharid, [46]: Tetrasaccharid, [47]: 
Pentasaccharid. 
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Die erfolgreiche Synthese der Poly-LacNAc-Derivate ausgehend von pNP-β-D-
Gal konnte durch die HPLC-Analyse bestätigt werden. Jedoch zeigten sich 
erneut deutliche Unterschiede zwischen den Enzymkonstrukten der humanen 
β4GalT-1. In beiden Syntheseansätzen war die His6Propeptid-catβ4GalT-1 das 
effizienteste Enzym, welches auch die längsten Zuckerketten (Pentasaccharid) 
produzieren konnte. Die schlechtesten Umsätze zeigte die Propeptid-
natβ4GalT-1. Nach 48 Stunden Inkubation waren noch ~85% des Eduktes 
vorhanden.  
Zusammenfassend konnte die Poly-LacNAc-Synthese sowohl mit pNP-β-D-
GlcNAc als auch mit pNP-β-D-Gal etabliert werden. Neben der β3GlcNAcT war 
die His6Propeptid-catβ4GalT-1 das bevorzugte Enzym, da dieses sich durch 
eine effektive Aufreinigung und durch die beste katalytische Effizienz mit pNP-
Zuckern auszeichnete. Im Vergleich der Startsubstrate war die Synthese 
ausgehend von pNP-β-D-GlcNAc effizienter. Ein Grund dafür könnte sein, dass 
pNP-β-D-Galaktose für die β3GlcNAcT ein viel schlechteres Substrat darstellt 
als längerkettige Zuckermoleküle mit einer terminalen Galaktose. Aufgrund der 
geringeren Kosten für pNP-β-D-Gal sollten im Folgenden mit diesem Substrat 
erste Aminofunktionalisierungen und Oberflächenkopplungen versucht werden. 
 
3.3.4 Aminofunktionalisierung von pNP-Zuckern 
Für die Reduktion der Nitrogruppe zur Aminogruppe boten sich zwei alternative 
Möglichkeiten an: zum einen nach Semenuk et al. durch FeSO4/NH4OH 
(Semenuk et al., 2001), zum anderen nach Zeng et al. und Semenuk et al. 
beschriebene Methode mittels H2 und Pt/C Elektroden (Zeng et al., 2007; 
Semenuk et al., 2001). Da keine Platin/Kohlenstoff-Elektrode und Wasserstoff 
zur Verfügung standen, wurde die erste Möglichkeit zur Aminofunktionalisierung 
gewählt. Insgesamt wurden 7,5 g para-Aminophenyl-β-D-Galaktose (0,028 
mmol) mit einer Ausbeute von 56% dargestellt. Die Ausbeute fiel somit deutlich 
geringer als die beschriebene quantitative Umsetzung von Semenuk et al. aus 
(Semenuk et al., 2001). Das Produkt wurde mittels 13C- und 1H-NMR 
charakterisiert (Abbildung 31). 
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Abbildung 31: NMR-Ergebnis der pAP-β-D-Gal [19] 
Das Reduzierungsprodukt von pNP-β-D-Gal wurde durch 13C- und 1H-NMR charakterisiert. 
Dabei konnte die erfolgreiche Synthese von pAP-Gal bestätigt werden. 
1H-NMR (d6-DMSO): δ = 4,50 – 5,20 (m, 6H, H-2, 3, 4, 5, 6), 4,88 (d, 2H, H-11), 7,00 (s, 2H, H-
9), 7,03 (s, 2H, H-8) ppm. 
13C-NMR (d3-MeOD): δ = 70,02 (C-6), 72,14 (C-2), 74,45 (C-4), 76,90 (C-3), 79,99 (C-5), 102,74 
(C-1), 120,25 (C-1), 120,25 (C-8), 124,59 (C-7), 158,00 (C10) ppm. 
 
Die NMR-Messung bestätigte die Synthese. Das produzierte pAP-β-D-Gal 
wurde bis zur weiteren Verwendung zur Funktionalisierung von PEG-
Sternschichten bei -80°C gelagert. Eine Übertragung dieser Methode auf die 
synthetisierten pNP-Poly-LacNAc-Produkte war wegen der geringen Ausbeute 
ungeeignet. Deswegen wurde als Alternative die Immobilisierung von pAP-β-D-
Gal und anschließende Biokatalyse auf den Oberflächen als Alternative 
angedacht. 
 
3.3.5 Funktionalisierung von PEG-Sternschichten mit pAP-β-D-Gal 
Nach Reduktion der pNP-β-D-Galaktose zur pAP-β-D-Galaktose wurden erste 
Funktionalisierungen von PEG-Sternschichten durchgeführt. Dabei wurde 
zunächst die indirekte Kopplung mit Hilfe des Linkermoleküls DSG an eine 
PEG-Sternschicht mit terminalen Aminogruppen getestet. Im Weiteren wurde 
auch die direkte Kopplung von pAP-Galaktose an PEG-Sternschichten mit 
terminalen Isocyanatgruppen versucht. Dabei wurde der Zucker unstrukturiert 
und durch Mikrokontakt-Stempeln aufgebracht.  
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3.3.5.1  Indirekte Kopplung an PEG-Sternschichten mit Hilfe von DSG 
Für die indirekte Kopplung von pAP-β-D-Gal an eine PEG-Sternschicht mit 
terminalen Aminogruppen wurde der homofunktionelle Linker DSG verwendet 
(Abbildung 32). 
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Abbildung 32: Kopplung von pAP-β-D-Gal über den Linker DSG an eine PEG-Sternschicht 
mit terminalen Aminogruppen  
Für die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten über den Linker DSG mit pAP-β-D-Gal 
wurde mit amino-funktionalisierten Schichten gearbeitet. Diese wurden zunächst mit 
verschiedenen Konzentrationen an DSG inkubiert und anschließend mit pAP-β-D-Gal gekoppelt. 
Dabei konnten neben der gewünschten Funktionalisierung auch DSG-Brückenbindungen an 
amino-terminalen PEG-Sternen entstehen. 
 
Die funktionalisierten PEG-Sternschichten wurden mit Hilfe eines Lektins 
fotometrisch untersucht. Dafür wurde das Biotin-markierte Lektin von 
Psophocarpus tetragonolobus für die spezifische Detektion der terminalen 
Galaktose verwendet. Der fotometrische Nachweis erfolgte anschließend durch 
eine Streptavidin-Peroxidase, die an das Biotin-gelabelte Lektin mit einer hohen 
Affinität binden konnte (Abbildung 33). 
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Abbildung 33: Nachweis von pAP-β-D-Gal auf einer PEG-Sternschicht mit dem Biotin-
markiertem Lektin von Psophocarpus tetragonolobus 
Die Analytik von pAP-β-D-Gal-funktionalisierten PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des 
Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus tetragonolobus (rot). Durch Zugabe einer 
Streptavidin-Peroxidase (grün) konnte die Bindung enzymatisch quantifiziert werden. Dafür 
wurde OPD dem Reaktionsansatz zugesetzt, dessen Umsatz durch die Peroxidase bei 490 nm 
detektiert werden konnte. 
 
Die Analytik mit dem Biotin-markierten Lektin konnte dazu genutzt werden, die 
einzusetzende Linkerkonzentration an DSG zu optimieren (Abbildung 34). 
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Abbildung 34: Optimierung der DSG-Konzentration für die Kopplung von pAP-β-D-Gal an 
eine Amino-PEG-Sternschicht  
Die Analytik der pAP-β-D-Gal-funktionalisierten PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des 
Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus tetragonolobus. Bei der 
Funktionalisierungsreaktion wurde die Konzentration des Linkers DSG von 0,01-10 mM variiert. 
Dabei zeigte sich ein Maximum für eine DSG-Konzentration von 0,5 mM. 
 
Bei der Bestimmung der optimalen DSG-Konzentration lag das Optimum bei ca. 
0,5 mM Linkermolekül. Sowohl für höhere Spacerkonzentrationen als auch für 
niedrigere nahm die gemessene OD bei 490 nm wieder ab. Der Abfall bei 
niedrigeren Konzentrationen war wahrscheinlich konzentrationsbedingt, 
wohingegen der Abfall bei höheren Konzentrationen wahrscheinlich durch eine 
zu dichte Immobilisierung der Zuckerstrukturen bewirkt wurde. Dadurch konnte 
es zu sterischen Behinderungen bei der Lektinbindung kommen. Dies 
entsprach sowohl den gemessenen Werten der Funktionalisierung von Amino-
PEG-Sternschichten mit Laktosylamin als auch den Messwerten von Mrksich 
(Houseman und Mrksich, 1999; Mrksich, 2000).  
Neben der Optimierung der DSG-Konzentration sollte auch der Einfluss der 
Reaktionszeit mit DSG untersucht werden. Dafür wurde eine 1 mM-DSG-
Lösung mit Amino-PEG-Sternschichten unterschiedlich lange inkubiert. Die 
Optimierung der Reaktionszeit des Linkers DSG zeigte als Ergebnis eine 
Sättigungskurve. Ab einer Zeit von 4 min schien die Reaktion für eine 1 mM 
Linkerlösung abgeschlossen zu sein. Jedoch wurde bei diesem Experiment 
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auch wieder das hohe Grundrauschen der Negativkontrolle deutlich. Dies 
entstand wahrscheinlich durch die unspezifische Proteinadsorption an der nicht-
funktionalisierten Rückseite der Glasplättchen. 
Somit konnte die Funktionalisierung von Amino-PEG-Sternschichten mit pAP-β-
D-Gal über den Linker DSG etabliert werden. Ebenfalls konnte die Detektion 
über einen Enzym-gekoppelten Lektinassay entwickelt werden. Damit wurde 
sowohl die Konzentration an DSG als auch die Reaktionszeit des Linkers 
optimiert. Jedoch besaß dieses Analyseverfahren einen großen Nachteil. Durch 
die unspezifische Proteinadsorption an der nicht beschichteten Glasrückseite 
der Oberflächen ergaben sich sehr hohe Messwerte für die Negativkontrolle. Da 
die Immobilisierung über den Spacer DSG mit einem vermehrten 
Arbeitsaufwand verbunden war, sollte im Weiteren die direkte Kopplung des 
Zuckers pAP-β-D-Gal an Isocyanat-PEG-Sternschichten untersucht werden. 
 
3.3.5.2  Direkte Kopplung von pAP-β-D-Gal an PEG-Sternschichten 
Für die direkte Anbindung des Aminozuckers pAP-β-D-Gal an die PEG-
Sternschicht wurde mit einer für 1 h vorpolymersierten, mechanisch stabilen 
Schicht gearbeitet. Diese besaß an ihrer Oberfläche exponierte 
Isocyanatgruppen, die u. a. mit Aminogruppen reagieren konnten (Abbildung 
35). 
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Abbildung 35: Direkte Kopplung von pAP-β-D-Gal an eine Isocyanat-PEG-Sternschicht  
Für die direkte Ankopplung von pAP-β-D-Gal an eine PEG-Sternschicht wurde mit einer für 1 h  
vorpolymerisierten Isocyanat-PEG-Sternschicht gearbeitet. Die Isocyanatgruppen konnten 
direkt mit den Aminogruppen des Zuckers reagieren. Nicht gekoppelte Isocyanatgruppen 
reagierten an der Luft über Nacht zu Aminogruppen. 
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Die Kopplung wurde zunächst durch Auftropfen einer zuckerhaltigen Lösung auf 
die Oberfläche und anschließende Inkubation über Nacht bei Raumtemperatur 
durchgeführt. Die Analytik sollte durch Fluoreszenzmikroskopie erfolgen, da die 
hohen Werte der Negativkontrollen bei den fotometrischen Untersuchungen die 
Aussagekraft des Testes stark vermindert hatten. Dementsprechend wurde die 
erste erfolgreiche Kopplung durch Auftropfen einer 20 mg/ml pAP-β-D-Gal-
Lösung durchgeführt. Der Fluoreszenz-mikroskopische Nachweis gelang durch 
das Biotin-gelabelte Lektin von Psophocarpus tetragonolobus und 
anschließende Inkubation mit TexasRed Avidin (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Nachweis von direkt gekoppeltem pAP-β-D-Gal über das Biotin-markierte 
Lektin von Psophocarpus tetragonolobus und TexasRed Avidin 
Die Analytik der pAP-β-D-Gal-funktionalisierten PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des 
Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus tetragonolobus in Kombination mit 
TexasRedAvidin. Deutlich ist der aufgebrachte Tropfen in der fünffachen Vergrößerung zu 
sehen. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung der Detektion. 
 
Deutlich war der aufgebrachte pAP-β-D-Gal-Tropfen in Abbildung 36 zu sehen. 
Damit konnte die direkte Kopplung des Zuckers auf eine PEG-Sternschicht 
gezeigt werden. 
In einem weiteren Schritt sollte nun die Biokatalyse von Poly-LacNAc-
Strukturen auf einer pAP-β-D-Gal-PEG-Sternschicht versucht werden. Der 
entscheidende Grund dafür war die relativ niedrige Ausbeute bei der Reduktion 
der pNP-Zucker durch FeSO4/NH4OH. Bei den wertvollen Poly-LacNAc-
Strukturen wäre es fatal fast 50% der produzierten Substanz während der 
Aminofunktionalisierung zu verlieren. Aus diesem Grund wäre ein alternativer 
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Lösungsweg zunächst die relativ preisgünstige pAP-β-D Gal zu produzieren und 
auf die Oberflächen zu koppeln, bevor die Biokatalyse im Anschluss 
durchgeführt wird. Für diese Experimente wurde pAP-β-D-Gal durch Auftropfen 
auf eine Isocyanat-PEG-Sternschicht aufgebracht. Nach Übernachtinkubation 
und einem intensiven Waschschritt wurde die Biokatalyse mit der β3GlcNAcT 
und der His6Propeptid-catβ4GalT-1 für 16 h bei 30°C durchgeführt. Der 
Nachweis der produzierten Zuckerketten sollte durch den Einsatz von zwei 
unterschiedlichen Lektinen erfolgen. Zum Nachweis des terminalen GlcNAc 
wurde das Fluoreszein-markierte Lektin II von Griffonia simplicifolia eingesetzt. 
Die Detektion von terminaler Galaktose sollte durch das Biotin-gelabelte Lektin 
von Psophocarpus tetragonolobus in Kombination mit TexasRed Avidin erfolgen. 
Die Analytik der produzierten Schichten wurde durch Fluoreszenzmikroskopie 
durchgeführt. Jedoch waren die gewonnen Daten mit den entsprechenden 
Kontrollen nicht aussagekräftig. Deutlich war das rote Signal des Galaktose-
spezifischen Lektins zu erkennen. Dies bedeutet, dass die direkte Kopplung mit 
dem Zucker erfolgt war. Jedoch war das grüne Signal des GlcNAc-spezifischen 
Lektins relativ schwach und viele Staubkörner befanden sich auf der Oberfläche. 
Ein weiterer Nachteil der Methode lag im ungenauen Kenntnisstand, welche 
definierten Strukturen sich nun auf der Oberfläche befanden. Es konnten nur 
die terminalen Gruppen der Zuckerketten durch die Lektine bestimmt werden. 
Eine Detailanalyse der Zuckerketten hätte nur durch eine sequentielle 
Deglykosylierung erfolgen können, wodurch aber die produzierten Schichten 
wieder zerstört wären. Die Biokatalyse von Poly-LacNAc-Strukturen auf PEG-
Sternschichten wurde zwar erprobt, stellte jedoch wegen der Schwachstellen in 
der Analytik der produzierten Zucker eine eher zu vernachlässigende Methode 
dar. 
Abschließend sollte aber der aminofunktionalisierte pAP-Zucker für die 
Etablierung des Mikrokontakt-Stempelns auf eine Isocyanat-PEG-Sternschicht 
genutzt werden. Dabei war das Ziel dieses Versuches, eine Oberfläche mit 
einer 10 mg/ml pAP-β-D-Gal-Lösung zu strukturieren (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit pAP-β-D-Gal durch 
Mikrokontakt-Stempeln  
Die Funktionalisierung wurde mit 10 mg/ml pAP-β-D-Gal in 50% Acetonitril und 
mikrostrukturierten Silikonstempeln durchgeführt. Die Analytik der pAP-β-D-Gal-strukturierten 
PEG-Sternschichten erfolgte mit Hilfe des Biotin-markierten Lektins von Psophocarpus 
tetragonolobus und TexasRed Avidin. Deutlich sind die Linien des Stempels bei einer 50-fachen 
Vergrößerung zu erkennen. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung der Detektion. 
 
Die Funktionalisierung von Isocyanat-PEG-Sternschichten mit pAP-β-D-Gal 
konnte durch Mikrokontakt-Stempeln etabliert werden. Deutlich waren die Linien 
des Stempels bei einer 50-fachen Vergrößerung zu erkennen. Jedoch konnte 
auch eine Konzentrierung des Zuckers an den Linienrändern detektiert werden. 
Dies müsste in zukünftigen Arbeiten durch den Einsatz von verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen in Kombination mit unterschiedlichen Lösungsmitteln 
optimiert werden. Aber dies war die erste Strukturierung durch Mikrokontakt-
Stempeln von PEG-Sternschichten mit einem Zucker. Die Immobilisierung von 
Zuckerstrukturen ist schon weit verbreitet, vor allem im Bereich der Mikroarrays, 
jedoch wurde eine strukturierte Immobilisierung bis jetzt noch nicht beschrieben. 
Zusammenfassend konnte der modifizierte Zucker pAP-β-D-Gal für die 
Etablierung von innovativen Oberflächenfunktionalisierungs-Methoden genutzt 
werden. Jedoch blieb die Anwendung beschränkt, da die Biokatalyse auf der 
Oberfläche durch die schwierige Analytik problematisch war. 
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3.3.6 Abschließende Bewertung der Arbeiten mit pNP-Zuckern 
Die enzymatischen Synthesen zur Produktion von Poly-LacNAc-Strukturen mit 
pNP-Zuckern als Akzeptorsubstrat konnten etabliert werden. Im Besonderen 
bleibt die hohe Reaktionsgeschwindigkeit der His6Propeptid-catβ4GalT-1 
gegenüber dem Akzeptor pNP-β-D-GlcNAc zu betonen. Dabei erreichte das 
Enzym eine fast doppelte katalytische Effizienz im Vergleich zu der bovinen 
β4GalT. Ein 100%-iger Umsatz von pNP-β-D-GlcNAc konnte durch die 
Anwendung von verschiedenen Synthesestrategien mit und ohne in situ 
Regeneration des Donorsubstrates erzielt werden. Jedoch konnte die 
Enzymproduktivität nicht weiter erhöht werden, da die Etablierung einer 
repetierenden Syntheseführung aufgrund von Enzyminstabilitäten nicht 
erfolgreich war. Die enzymatische Biokatalyse bis zu einem Hexasaccharid 
konnte durch die Kombination der β3GlcNAcT mit der  His6Propeptid-
catβ4GalT-1 erzielt werden. Die Synthese längerer pNP-Poly-LacNAc-
Strukturen durch den Einsatz von endo-β-Galaktosidasen aus Escherichia 
freundii ist schon durch Murata et al. beschrieben (Murata et al., 2005). Dabei 
wurden hohe Ausbeuten durch die enzymatische Transglykosylierungsreaktion 
erreicht. Ebenfalls zeigte sich auch eine regioselektive Synthese der Oligo- und 
Polysaccharide. Weitere Modifikationen von LacNAc-Strukturen konnten 
anschließend durch den Einsatz von Glykosyltransferasen eingeführt werden 
(Zeng et al., 2007). Deswegen scheint der Einsatz von endo-β-Galaktosidasen 
für die Synthese von pNP-Poly-LacNAc-Strukturen erfolgreicher als der hier 
beschriebene Ansatz mit den beiden Transferasen β3GlcNAcT und 
His6Propeptid-catβ4GalT-1. 
Bei der Reduktion der pNP-Zucker wurden mit 56% nur relativ schlechte 
Ausbeuten erreicht. Semenuk et al. beschreiben die quantitative Reduktion des 
Zuckers mit der durchgeführten Methodik. Alternativ wäre über die Reduktion 
durch H2 und Pt/C Elektroden nachzudenken. Sowohl Zeng et al. als auch 
Semenuk et al. beschreiben dies als einfache und effektive Methode mit über 
95% Ausbeute (Semenuk et al., 2001; Zeng et al., 2007). Dies war in der hier 
präsentierten Arbeit aufgrund der fehlenden apparativen Ausstattung nicht 
möglich. 
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Jedoch konnte die Immobilisierung von PEG-Sternschichten mit pAP-β-D-Gal 
etabliert werden. Dabei ist vor allem die Herstellung von mikrostrukturierten 
Oberflächen hervorzuheben. Dies war eine neuartige Methode und wurde noch 
nicht in der Literatur für Glykane beschrieben. Die Immobilisierung von pAP-
Zucker durch die weitere Umsetzung mit einem Biotin-Linker an Streptavidin-
Oberflächen wurde schon durch Zeng et al. durchgeführt. Jedoch ist das Ziel 
solcher Studien nicht die Imitierung einer artifiziellen Matrix, sondern viel mehr 
die Bereitstellung von geeigneten Oberflächen für SPR-Analysen von Lektin-
Glykan-Wechselwirkungen (Zeng et al., 2007). 
Abschließend bleibt festzustellen, dass die enzymatische Synthese von Poly-
LacNAc-Strukturen, die Reduktion und die Immobilisierung von pAP-Zucker auf 
Oberflächen etabliert werden konnte. Jedoch war das System limitiert durch die 
relativ kurzen Poly-LacNAc-Ketten und die niedrige Ausbeute bei der 
Aminofunktionalisierung. Daher wurden weitere Arbeiten mit den pNP-Zuckern 
nicht durchgeführt, sondern der Fokus auf die chemische Synthese von 
alternativen Zuckern gelenkt. Das optimale Glykokonjugat sollte eine 
hydrophobe Modifikation zur vereinfachten Detektion und Aufreinigung besitzen, 
ein sehr gutes Akzeptorsubstrat für die Synthese von langen Poly-LacNAc-
Ketten sein und mit hohen Ausbeuten aminofunktionalisiert werden können. 
 
 
3.4 β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc als Akzeptorsubstrat 
für die Poly-LacNAc-Synthese 
Für die Optimierung der Poly-LacNAc-Synthese und der 
Oberflächenfunktionalisierungen sollten Arbeiten mit der neuartigen 
Zuckerstruktur β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc durchgeführt werden. Dieser 
Zucker zeichnete sich durch eine aliphatische Modifikation am C1 aus. Durch 
die hydrophobe Modifikation sollte die Detektion und die Aufreinigung des 
Zuckers erleichtert werden. Ob die Aminofunktionalisierung mit höheren 
Ausbeuten und in einer kürzeren Zeit durchführbar wäre als die der pNP-Zucker, 
sollte ebenfalls getestet werden. Denn die säurekatalysierte Hydrolyse der tert-
Butoxycarbonyl-Schutzgruppe ist als leicht und effizient vor allem für die 
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chemische Festphasen-Peptidsynthese  beschrieben (Nobelpreis für Chemie 
1984 für R. B. Merrifield, (Barany und Merrifield, 1980)). Jedoch lagen Daten 
speziell für die biokatalytische Synthese, Charakterisierung und Entschützung 
für auf diese Weise modifizierte Zuckerstrukturen in der Literatur noch nicht vor. 
 
3.4.1 Chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc 
Die chemische Synthese des modifizierten Akzeptorsubstrates β-D-GlcNAc-
Linker-NH2-tBoc konnte mit Erfolg durchgeführt werden (Sauerzapfe et al., 
2008). Der kritische Arbeitsschritt war dabei die Synthese des geschützten 
Thioharnstoff-Derivates. Bei diesem chemischen Syntheseschritt waren noch 
drei weitere Nebenprodukte entstanden, die durch eine aufwendige 
Säulenchromatographie entfernt werden mussten. Dadurch ergab sich für diese 
Darstellung nur eine Ausbeute von 30%. Die Kopplung des Linkers an den 
Zucker und die anschließende Decarbamylierung konnten mit hohen Ausbeuten 
durchgeführt werden (87% und 90%). Insgesamt konnten 2,5 g β-D-GlcNAc-
Linker-NH2-tBoc dargestellt werden. Das kristalline Produkt wurde durch HPLC-
MS, 1H- und 13C-NMR charakterisiert (Abbildung 38). 
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Abbildung 38: Analytische Charakterisierung des dargestellten β-D-GlcNAc-Linker-NH2-
tBoc (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc wurde durch HPLC-MS, 1H- und 13C-NMR 
analysiert. Dabei konnte die Synthese bestätigt werden. 
HPLC-MS: m/z 421,2 für M-H-; kalkuliert M-H- m/z 421,2 
1H-NMR (399,87 MHz, D2O, 30 oC): δ 1,786 (3H, s, Ac), 3,264 (1H, dd, J = 9,8, 8,7 Hz, H-4A), 
3,29* (2H, m, H-2‘), 3,329 (1H, ddd, J = 9,8, 5,0, 2,1 Hz, H-5A), 3,422 (1H, dd, J = 10,2, 8.7 Hz, 
H-3A), 3,540 (1H, dd, J = 12,4, 5,0 Hz, H-6Au), 3,61* (2H, m, H-1‘), 3,67* (1H, m, H-2A), 3,680 
(1H, dd, J = 12.4, 2.1 Hz, H-6Ad), 5,286 (1H, m, H-1A) 
13C-NMR (100,55 MHz, D2O, 30 oC): δ 22,26 (Ac), 44,21 (C-1‘), 50,10 (C-2‘), 54,70 (C-2A), 
60,85 (C-6A), 69,87 (C-4A), 74,33 (C-3A), 77,54 (C-5A), 82,98 (C-1A), 175,30 (C=O)13C N 
 
 
Das NMR bestätigte die Synthese des modifizierten GlcNAc. Der Zucker 
zeichnete sich nicht nur durch seine hydrophobe Modifikation und geschützte 
Aminogruppe aus, sondern er konnte auch spezifisch bei 254 nm detektiert 
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werden. Dadurch konnte das UV-Signal für eine präzise Quantifizierung bei der 
HPLC-Analytik genutzt werden. Im Weiteren sollte der Zucker für die 
biokatalytische Synthese von LacNAc und Poly-LacNAc-Strukturen getestet 
werden. 
 
3.4.2 Biokatalytische LacNAc Synthese mit β-D-GlcNAc-Linker-NH2-
tBoc als Akzeptorsubstrat 
Die biokatalytische Synthese von LacNAc mit dem neuen Akzeptorsubstrat β-D-
GlcNAc-Linker-NH2-tBoc sollte zunächst mit der His6Propeptid-catβ4GalT-1, 
lumβ4GalT-1 und Propeptid-natβ4GalT-1 getestet werden. Dafür wurde der 
Umsatz einer LacNAc-Synthese über die Zeit durch die HPLC-Analytik mit allen 
drei humanen β4GalT-1-Konstrukten verfolgt (Abbildung 39). 
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Abbildung 39: LacNAc-Linker-NH2-tBoc-Synthese mit den humanen β4GalT-1-
Konstrukten  
Die Synthese von LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] wurde mit den drei unterschiedlichen humanen 
β4GalT-1-Konstrukten His6Propeptid-catβ4GalT-1, lumβ4GalT-1 und Propeptid-natβ4GalT-1 
durchgeführt. Dafür wurden 2 mU (10 mM β-D-GlcNAc als Substrat) β4GalT-1, 2 U alkalische 
Phosphatase, 5 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc, 6,25 mM UDP-Gal, 100 mM HEPES-NaOH, 
pH 7,2, 25 mM KCl, 1 mM DTT und 2 mM MnCl2 zusammenpipettiert und bei 30°C inkubiert. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten wurden HPLC-Proben für die Bestimmung des Umsatzes gezogen. 
Schwarze Balken: His6Propeptid-catβ4GalT-1, hellgraue Balken: lumβ4GalT-1, dunkelgraue 
Balken: Propeptid-natβ4GalT-1. 
 
Zwischen den Enzymkonstrukten waren deutliche Unterschiede detektierbar. 
Die His6Propeptid-catβ4GalT-1 zeigte einen quantitativen Umsatz von β-D-
GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] nach nur 2-3 Stunden. Dagegen konnte bei den 
anderen beiden Enzymkonstrukten, bei der lumβ4GalT-1 und bei der Propeptid-
natβ4GalT-1, nach 6 Stunden nur ein Umsatz von unter 20% festgestellt 
werden. Dies bestätigte die Umsatzergebnisse mit pNP-β-D-GlcNAc. Auch 
dabei zeigte die His6Propeptid-catβ4GalT-1 die besten Syntheseeigenschaften. 
Deswegen lag die Vermutung nahe, dass das Enzym besonders günstige 
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Eigenschaften für die Umsetzung von hydrophoben Substanzen besitzt. Dies 
sollte bei einer umfassenden kinetischen Charakterisierung der LacNAc-Linker-
NH2-tBoc-Synthese detaillierter untersucht werden. Dabei sollten neben der 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 auch bakterielle β4-GalTs (Kooperation mit Dr. W.W. 
Wakarchuk) mit dem neuen Akzeptorsubstrat getestet werden. Die bakteriellen 
Enzyme haben häufig den Vorteil der effizienteren Produktion und damit auch 
vielfach höheren volumetrischen Enzymaktivität. Deshalb wurden die β4GalTs 
aus Helicobacter pylori (HP0826 – natives Enzym, MalE-HP0826 – Enzym als 
Fusionsprotein mit einem N-terminalen Maltose-Binding-Protein) und aus 
Neisseria meningitidis (LgtB) rekombinant produziert, teilweise isoliert und 
kinetisch charakterisiert (Tabelle 4). Ebenso sollte ein weiteres Konstrukt der 
humanen β4GalT-1 getestet werden. Die HB4GT ist ein Fusionsprotein 
bestehend aus der katalytischen Domäne der humanen β4GalT-1 und einem N-
terminalen Maltose-Binding-Protein. Dieses Fusionsprotein sollte mit den 
kinetischen Enzymeigenschaften der His6Propeptid-catβ4GalT-1 verglichen 
werden (Tabelle 4). 
Tabelle 4: Kinetikdaten der humanen und bakteriellen β4GalTs mit β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc als Akzeptorsubstrat  
Enzyme vmax [U mg-1] Km [mM] KiS [mM] vmax/Km 
HP0826 [a] [a] [a] [a] 
MalE-HP0826 0,014 8,3 - 1,7·10-3 
LgtB [a] [a] [a] [a] 
HB4GT 0,059 1,12 2,0 0,05 
His6Propeptid-
catβ4GalT-1 
1,30 1,20 1,40 1,10 
 [a] gemessene Affinität war zu gering, um signifikante Werte zu ermitteln 
 
Die bakteriellen Enzyme besaßen alle eine relativ niedrige Affinität zu dem 
modifizierten Akzeptorsubstrat β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc. Für die beiden 
nativen β4GalTs LgtB und HP0826 konnten keine signifikanten Michaelis-
Menten-Konstanten ermittelt werden. Dagegen schien die Fusion mit einem 
Maltose-Binding-Protein die Enzymeigenschaften positiv zu beeinflussen. Denn 
für die MalE-HP0826 konnten signifikante Kinetikdaten bestimmt werden. 
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Jedoch war die katalytische Effizienz (0,002 U/mg*mM) aufgrund der 
niedrigeren Affinität und der niedrigeren maximalen Reaktionsgeschwinidgkeit 
deutlich schlechter als die der beiden humanen Konstrukte (>0,05 U/mg*mM). 
Im Vergleich der beiden humanen Fusionsproteine schnitt die His6Propeptid-
catβ4GalT-1 sehr viel besser ab. Wie schon bei dem Akzeptorsubstrat pNP-β-D-
GlcNAc zeigte das Enzym eine vielfach gesteigerte maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit. Dadurch konnten enzymatische Effizienzen von    
1,0 U/mg*mM erreicht werden. Die HB4GT hatte zwar auch gute Affinitäten zum 
modifizierten Akzeptorsubstrat, jedoch war die Reaktionsgeschwindigkeit 
deutlich geringer.  
Zusammenfassend wurde die His6Propeptid-catβ4GalT-1 als bestes Enzym für 
die Synthese von LacNAc mit dem neuen Akzeptorsubstrat β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc identifiziert. Aus diesem Grund sollte dieses Enzym biokatalytisch 
detaillierter charakterisiert werden. Die Biokatalyse ergab die gleiche 
Produktivität (0,6 mmol Produkt pro U Enzym) und die gleiche Raum-Zeit-
Ausbeute (16 mmol/L*d) wie bei der Synthese von pNP-LacNAc. Aufgrund der 
hohen Kosten für UDP-Gal wurde die Synthese auch mit in situ Regeneration 
des Donorsubstrates durchgeführt. Dabei wurde die Produktivität entsprechend 
der Produktion von pNP-LacNAc leicht gesteigert auf 1 mmol Produkt pro U 
Enzym bei gleich bleibender Raum-Zeit-Ausbeute. Auf eine Prozessführung als 
Fed-Batch- oder repetierende Batch-Verfahren wurde aufgrund der 
Vorergebnisse für die Produktion von pNP-LacNAc verzichtet. Bei der 
Betrachtung der Produktivitäten und der Raum-Zeit-Ausbeuten muss aber 
beachtet werden, dass das Enzym in beiden Synthesestrategien im Überschuss 
zum Akzeptorsubstrat eingesetzt worden ist. Daher könnten 
Optimierungsarbeiten die Kennziffern noch weiter erhöhen. Für eine mögliche 
zukünftige Produktion im größeren Maßstab würden sich alternative 
verfahrenstechnische Optimierungen anbieten. Die Verwendung von 
Durchfluss-Membranreaktoren im Millilitermaßstab könnte die Produktivität 
deutlich steigern. Dafür würde auch die Langzeitstabilität der verwendeten 
Enzyme sprechen. Auch der Einsatz der Enzyme in nicht konventionellen 
Lösungsmitteln als native oder immobilisierte Biokatalysatoren wäre denkbar. 
Da aber die Enzyme nicht der limitierende Faktor für die Synthese waren, 
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wurde auf diese Untersuchung hier verzichtet und die Produktion der LacNAc-
Strukturen vorangetrieben.  
Ausschlaggebend für eine erfolgreiche präparative Synthese war die 
Berücksichtigung der Substratinhibition durch β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc 
(Abbildung 40). 
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Abbildung 40: Kinetikdaten der His6Propeptid-catβ4GalT-1 mit β-D-GlcNAc-Linker-NH2-
tBoc als Akzeptorsubstrat (Sauerzapfe et al., 2008) 
Die Bestimmung der Kinetikdaten der His6Propeptid-catβ4GalT-1 wurde durch den 
kontinuierlichen Fotometer-Aktivitätstest und diskontinuierlichen HPLC-Aktivitätstest bestimmt. 
Für die Messung der Akzeptorkinetikdaten wurde die Enzymlösung (~15 mU/ml mit 10 mM β-D-
GlcNAc als Akzeptorsubstrat) bei 30°C mit 5 mM UDP-Gal und variierenden Konzentrationen 
von β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc verwendet. Für die Bestimmung der Donorsubstratkinetik 
wurde die Konzentration von UDP-Gal zwischen 0-10 mM variiert bei einer konstanten 
Konzentration von 5 mM GlcNAc-Linker-NH2-tBoc. Die Auswertung der gewonnenen 
Kinetikdaten erfolgte mit Hilfe von Sigma Plot 9.0.  
A. Messergebnis der Akzeptorkinetik:  
vmax app = 1317 ± 45 mU/mg, KM app = 1,2 ± 0,08 mM, KiS app = 1,4 ± 0,1 mM, 
vmax app/ KMapp = 1,0 U/mg*mM 
B. Messergebnis der Donorkinetik:  
vmax app = 2704 ± 602 mU/mg, KM app = 2,3 ± 0,72 mM, KiS app = 4,8 ± 1,8 mM,   
vmax app/ KMapp = 1,2 U/mg*mM 
 
Die detaillierten Kinetikdaten der His6Propeptid-catβ4GalT-1 zeigten deutlich, 
dass die Biokatalyse ab einer Konzentration von 1,5 mM Akzeptorsubstrat 
effizient gehemmt wurde. Deshalb wurden die präparativen Synthesen nur mit  
5 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc durchgeführt. Dies erwies sich als optimale 
Kombination aus einer vernünftigen Substratkonzentration und einer genügend 
hohen Enzymgeschwindigkeit. Die biokatalytische Produktion des 
Disaccharides konnte im kleinen Maßstab mit einer Ausbeute von 100% 
erfolgen. Im Durchschnitt wurden immer 10 mg Produkt (17,1 µmol) pro 
Produktionsvorgang synthetisiert. Für eine Charakterisierung des Produktes 
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LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] musste zunächst eine Aufreinigung durch Sep-
Pak-C18-Säulen erfolgen (Abbildung 41). 
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Abbildung 41: Aufreinigung des synthetisierten LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] über eine 
Sep-Pak-C18-Säule 
Für die Aufreinigung von LacNAc-Linker-NH2-tBoc wurde der Syntheseansatz (A) auf eine Sep-
Pak-C18-Säule gegeben. Nach einem Waschschritt mit Wasser (B) wurde der Zucker mit einer 
95%-igen Ausbeute effizient mit 50% Acetonitril eluiert (C – Probe 1:10 verdünnt für eine exakte 
Quantifizierung). Alle Proben wurden durch HPLC analysiert.  
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Die Aufreinigung konnte mit über 95% Ausbeute durchgeführt werden. Störende 
Salze, Pufferbestandteile oder Nebenprodukte konnten mit hoher Effizienz 
abgetrennt werden. Das kristalline Produkt LacNAc-Linker-NH2-tBoc wurde 
durch MALDI-TOF, HPLC-MS, 1H- und 13C-NMR charakterisiert (Sauerzapfe et 
al., 2008) (Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Analytische Charakterisierung des produzierten LacNAc-Linker-NH2-tBOC 
[24] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte LacNAc-Linker-NH2-tBOC wurde durch MALDI-TOF, HPLC-MS, 1H- und   
13C-NMR analysiert. Dabei konnte die Synthese bestätigt werden. 
MALDI-TOF: gemessen m/z 585,3 für M-H+ und m/z 607,3 für M-Na+; kalkuliert für M-H+: m/z 
585,2. 
HPLC-MS: m/z 583,3 für M-H-; kalkuliert für M-H- m/z 583,2 
1H-NMR (399,87 MHz, CD3OD, 30 oC): δ 1,460 (9H, s, (CH3)3C), 1,995 (3H, s, 2A-Ac), 3,243 
(2H, dd, ΣJ = 12,5 Hz, H-2), 3,510 (1H, dd, J = 9,7, 3,3 Hz, H-3B), 3,52* (1H, m, H-5A), 3,578 
(1H, dd, J = 9,7, 7,5 Hz, H-2B), 3,617 (1H, m, H-5B), 3,632 (2H, m, H-1), 3,645 (1H, dd, ΣJ=18,2 
Hz, H-4A), 3,693 (1H, dd, ΣJ=18,5, H-3A), 3,720 (1H, dd, J = 11,4, 4,6 Hz, H-6Bu), 3,788 (1H, dd, 
J = 11,4, 7,4 Hz, H-6Bd), 3,842 (1H, dd, J = 3,3, 0,7 Hz, H-4B), 3,876 (1H, dd, J = 12,1, 3,9 Hz, 
H-6Au), 3,89* (1H, m, H-2A), 3,929 (1H, dd, J = 12,1, 2,4 Hz, H-6Ad), 4,410 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-
1B), 5,363 (1H, br m, H-1A). 
13C-NMR (100,55 MHz, CD3OD, 30 oC, gHSQC and HMBC readouts): δ 22,9 (2A-Ac), 28,9 
(CH3)3C), 40,9 (C-2), 45,6 (C-1), 55,8 (C-2A), 62,0 (C-6A), 62,7 (C-6B), 70,5 (C-4B), 72,7 (C-2B), 
74,5 (C-3A), 75,0 (C-3B), 77,3 (C-5B), 77,9 (C-5A), 80,5 (CH3)3C), 80,9 (C-4A), 105,3 (C-1B), 
158,8 (N-CO-O), 174,9 (2A-CO). 
 
Die Synthese des Disaccharides konnte durch die durchgeführte Analytik 
bestätigt werden. Im Folgenden sollten nun die biokatalytische Synthese von 
Poly-LacNAc-Strukturen und deren enzymatische Charakterisierung erfolgen. 
 
3.4.3 Biokatalytische Poly-LacNAc-Synthese mit LacNAc- Linker-
NH2-tBoc als Akzeptorsubstrat 
Die enzymatische Poly-LacNAc-Synthese ausgehend von LacNAc-Linker-NH2-
tBoc sollte auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Zum einen war die 
Produktion von definierten Strukturen durch die separate alternierende 
Biokatalyse mit einer β4GalT und einer β3GlcNAcT das Ziel. Dabei stand die 
kinetische Charakterisierung der Reaktionen im Vordergrund. Zum anderen 
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sollten die beiden Enzyme in einer Eintopf-Reaktion eingesetzt werden und so 
die Synthese einer Mischung verschiedener Poly-LacNAc-Strukturen bewirken. 
Damit sollte die natürliche Varianz der  Glykokonjugate imitiert werden. 
 
3.4.3.1  Synthese von definierten Poly-LacNAc-Strukturen 
Ausgehend von LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] wurde die Synthese des 
Trisaccharides [25] durch die β3GlcNAcT aus Helicobacter pylori erfolgreich 
durchgeführt (Sauerzapfe et al., 2008). Dabei konnten durchschnittlich immer 
10 mg Zucker (12,7 µmol) pro Syntheseansatz produziert werden. Das 
entsprach einer Produktivität von 0,4 mmol Produkt pro U Enzym (0,3 g/U) mit 
einer Raum-Zeit-Ausbeute von  7,2 mmol/L*d. Nach erfolgreicher Aufreinigung 
des modifizierten Zuckers über Sep-Pak-C18-Säulen wurde das kristalline 
Produkt durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-NMR charakterisiert (Abbildung 43). 
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Abbildung 43: Analytische Charakterisierung des produzierten Trisaccharid-Linker-NH2-
tBoc [25] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte Trisaccharid wurde durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-NMR analysiert. Dabei 
konnte die erfolgreiche Synthese bestätigt werden.  
MALDI-TOF: gemessen m/z 788,6 für M-H+ und m/z 810,6 für M-Na+; kalkuliert für M-H+: m/z 
787,3 
1H-NMR (399,87 MHz, D2O, 30 oC): δ 1,184 (9H, s, (CH3)3C), 1,769 (3H, s, Ac), 1,794 (3H, s, 
Ac), 3,018 (2H, m, H-2), 3,205 (1H, m, H-5C),3,226 (1H, m, H-4C), 3,324 (1H, dd, J = 10,3, 9,0 
Hz, H-3C), 3,354 (1H, dd, J = 9,9, 7,8 Hz, H-2B), 3,417 (2H, m, H-1), 3,432 (1H, m, H-5A), 3,48* 
(1H, m, H-5B), 3,484 (1H, dd, J = 9,9, 3,3 Hz, H-3B), 3,497 (1H, m, H-4A), 3,50* (2H, m, H-6B), 
3,509 (1H, dd, J = 10,3, 8,4 Hz, H-2C), 3,514 (1H, dd, J = 12,3, 4,9 Hz, H-6Cu), 3,560 (1H, m, H-
3A), 3,598 (1H, dd, J = 12,6, 4,4 Hz, H-6Au), 3,651 (1H, dd, J = 12,3, 1,9 Hz, H-6Cd), 3,672 (1H, 
m, H-2A), 3,711 (1H, dd, J = 12,6, 1,9 Hz, H-6Ad), 3,906 (1H, m, H-4B), 4,231 (1H, d, J = 7,8 Hz, 
H-1B), 4,443 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-1C), 5,335, 5,232 (1H, m, H-1A). 
13C-NMR (100,55 MHz, D2O, 30oC): δ 22,28 (Ac), 22,42 (Ac), 27,93 ((CH3)3C), 39,50 (C-2), 
44,43 (C-1), 54,22 (C-2A), 55,90 (C-2C), 60,15 (C-6A), 60,74 (C-6C), 61,18 (C-6B), 68,57 (C-4B), 
69,95 (C-4C), 70,25 (C-2B), 72,84 (C-3A), 73,81 (C-3C), 75,12 (C-5B),75,90 (C-5C), 76,28 (C-5A), 
78,32 (C-4A), 81,32 ((CH3)3C), 82,14 (C-3B), 84,28, 82,86 (C-1A), 103,05 (C-1C), 103,13 (C-1B), 
158,41 (N-CO-O), 175,16 (C=O), 175,30 (C=O), 183,08 (C=S). 
 
Die Synthese des Trisaccharides konnte durch die umfangreiche Analytik 
bestätigt werden.  
In einem weiteren Schritt wurde anschließend die Tetrasaccharid-Synthese 
ausgehend vom Trisaccharid untersucht. Dafür wurde die His6Propeptid-
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catβ4GalT-1 als Enzym eingesetzt, weil es auch mit dem modifizierten 
Monosaccharid β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc die besten Umsätze erzielt hatte. 
Die erfolgreiche quantitative Synthese von durchschnittlich 10 mg (10,53 µmol) 
Tetrasaccharid pro Syntheseansatz bestätigte die richtige Wahl des Enzyms. 
Dabei konnten Produktivitäten von 0,64 mmol Produkt pro U Enzym und eine 
Raum-Zeit-Ausbeute von 15 mmol/L*d erzielt werden (Sauerzapfe et al., 2008). 
Demnach waren die Produktionsdaten der His6Propeptid-catβ4GalT-1 für die 
Tetrasaccharidsynthese genauso gut wie die für die Disaccharidsynthese. 
Einen exakten Vergleich und eine detaillierte Aussage sollten die kinetischen 
Untersuchungen zeigen. Die Charakterisierung des aufgereinigten Produktes 
erfolgte durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-NMR (Abbildung 44). 
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Abbildung 44: Analytische Charakterisierung des produzierten Tetrasaccharid-Linker-
NH2-tBoc [26] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte Tetrasaccharid wurde durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-NMR analysiert. Dabei 
konnte die erfolgreiche Synthese bestätigt werden.  
MALDI-TOF: gemessen m/z 950,7 für M-H+ und m/z 972,7,6 für M-Na+; kalkuliert für M-H+: m/z 
949,4 
1H-NMR (399,87 MHz, D2O, 30 oC): δ 1,192 (9H, s, (CH3)3C)), 1,777 (3H, s, Ac), 1,799 (3H, s, 
Ac), 3,024 (2H, m, C-2), 3,304 (1H, dd, J = 9,9, 7,8 Hz, H-2D), 3,356 (1H, m, H-5C), 3,363 (1H, 
dd, J = 10,0, 7,8 Hz, H-2B), 3,422 (2H, m, C-1),3,431 (1H, dd, J = 9,9, 3,4 Hz, H-3D), 3,454 (1H, 
m, H-5A), 3,48* (1H, m, H-5B), 3,49* (2H, m, H-3C, H-5D), 3,491 (1H, dd, J = 10,0, 3,2 Hz, H-3B), 
3,50* (1H, m, H-4C), 3,509 (1H, m, H-4A), 3,52* (4H, m, H-6B, H-6D),3,568 (1H, m, H-3A), 3,577 
(1H, dd, J = 10,3, 8,3 Hz, H-2C), 3,611 (1H, m, H-6Au), 3,687 (1H, m, H-2A), 3,688 (1H, m, H-4D), 
3,617 (1H, dd, J = 12,3, 4,5 Hz, H-6Cu), 3,723 (1H, m, H-6Ad), 3,727 (1H, dd, J = 12,3, 2,2 Hz, 
H-6Cd), 3,917 (1H, m, H-4B), 4,240 (2H, d, J = 7,8 Hz, H-1B, H-1D), 4,472 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-
1C), 5,240, 5,347 (1H, m, H-1A). 
13C-NMR (100,55 MHz, D2O, 30 oC): δ 22,28 (Ac), 22,43 (Ac), 27,93 ((CH3)3C), 39,51 (C-2), 
44,43 (C-1), 54,22 (C-2A), 55,43 (C-2C), 60,14 (C-6A, C-6C), 61,18 (C-6B or C-6D), 61,24 (C-6Bor 
C-6D), 68,56 (C-4B), 68,79 (C-4D), 70,21 (C-2B), 71,20 (C-2D), 72,41 (C-5D), 72,76 (C-3D), 72,84 
(C-3A), 74,79 (C-5C), 75,11 (C-5B),75,58 (C-3C), 76,28 (C-5A), 78,31 (C-4A), 78,49 (C-4C), 81,28 
((CH3)3C), 82,21 (C-3B), 82,86 (C-1A), 102,94 (C-1C), 103,11 (C-1D), 103,13 (C-1B), 158,41 (N-
CO-O), 175,10 (C=O), 175,20 (C=O), 183,11 (C=S). 
 
Die Synthese des Tetrasaccharides konnte durch die umfassende Analytik 
bestätigt werden. 
Dementsprechend konnte die Pentasaccharidsynthese mit der β3GlcNAcT 
beginnen. Die Synthese von 10 mg (8,67 µmol) Zucker wurde mit einem 100%-
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igen Umsatz durchgeführt. Dabei stieg die Produktivität (0,5 mmol/U) bei einer 
etwas geringeren Raum-Zeit-Ausbeute (4 mmol/L*d) im Vergleich zur 
Trisaccharidsynthese (0,4 mmol/U und 7 mmol/L*d) (Sauerzapfe et al., 2008). 
Ein genaueres Ergebnis sollten die kinetischen Untersuchungen bringen, die 
mit den aufgereinigten, definierten Strukturen erfolgten. Zuvor musste aber das 
Produkt über Sep-Pak-C18-Säulen aufgereinigt und zur Bestimmung der 
Struktur charakterisiert werden. Die Aufreinigung erfolgte mit über 95% 
Ausbeute. Anschließend konnte das Produkt durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-
NMR analysiert werden (Abbildung 45). 
[27]
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Abbildung 45: Analytische Charakterisierung des produzierten Pentasaccharid-Linker-
NH2-tBoc [27] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte Pentasaccharid wurde durch MALDI-TOF, 1H- und 13C-NMR analysiert. 
Dabei konnte die erfolgreiche Synthese bestätigt werden.  
MALDI-TOF: gemessen m/z 1175,7 für M-Na+; kalkuliert für M-Na+: m/z 1175,5 
1H-NMR (399,87 MHz, D2O, 30 oC): δ 1,192 (9H, s, (CH3)3C)), 1,777 (3H, s, Ac), 1,796 (3H, s, 
Ac), 1,798 (3H, s, Ac), 3,029 (2H, m, H-2), 3,20* (1H, m, H-5E), 3,22* (1H, m, H-4E), 3,33* (1H, 
m, H-3E), 3,347 (1H, dd, J = 9,9, 7,8 Hz, H-2D), 3,35* (1H, m, H-5C), 3,360 (1H, dd, J = 9,9, 7,8 
Hz, H-2B), 3,431 (2H, m, H-1), 3,44* (1H, m, H-5A), 3,48* (3H, m, H-5B, H-4C, H-5D), 3,487 (2H, 
dd, J = 9,9, 3,2 Hz, H-3B, H-3D), 3,49* (1H, m, H-3C), 3,50* (1H, m, H-4A), 3,51* (5H, m, H-6B, H-
6D, H-2E), 3,53* (1H, m, H-6Eu), 3,56* (2H, m, H-3A, H-2C), 3,60* (2H, m, H-6Au, H-6Cu), 3,66* 
(1H, m, H-6Ed), 3,68* (1H, m, H-2A), 3,71* (2H, m, H-6Ad, H-6Cd), 3,913 (2H, m, H-4B, H-4D), 
4,229 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1D), 4,237 (1H, d, J = 7,8 Hz, H-1B), 4,447 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-1E), 
4,468 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-1C), 5,235, 5,341 (1H, m, H-1A). 
13C-NMR (100,55 MHz, D2O, 30 oC): δ 22,03, 21,88 (3×Ac), 27,53 ((CH3)3C), 39,08 (C-2), 44,04 
(C-1), 53,84 (C-2A), 55,01 (C-2C), 55,52 (C-2E), 59,76 (C-6A, C-6C), 60,35 (C-6E), 60,79 (C-6B, C-
6D), 68,17 (C-4B, C-4D), 69,56 (C-4E), 69,85 (C-2B, C-2D), 72,02 (C-3C), 72,47 (C-3A), 73,43 (C-
3E), 74,40 (C-5C), 74,73 (C-5B, C-5D), 75,51 (C-5E), 75,89 (C-5A), 77,91 (C-4A), 78,12 (C-4C), 
80,91 ((CH3)3C), 81,83 (C-3B, C-3D), 82,44 (C-1A), 102,55 (C-1C), 102,66 (C-1E), 102,74 (C-1B, 
C-1D), 158,04 (N-CO-O), 174,73, 174,78, 174,83 (3×C=O). 
 
Die Analytik bestätigte die Synthese des Pentasaccharides.  
Die Synthese des Hexasaccharides und des Heptasaccharides konnten mit 
sehr guten Produktivitäten (Hexasaccharid: 0,4 mmol/U; Heptasaccharid:       
0,2 mmol/U) und Raum-Zeit-Ausbeuten (Hexasaccharid: 3,3 mmol/L*d; 
Heptasaccharid: 2,4 mmol/L*d) biokatalytisch produziert werden. Dabei wurden 
diese Synthesen mit einer 100%-igen Ausbeute durchgeführt. Auf eine Analytik 
der längeren Zuckerstrukturen durch detaillierte NMR-Messungen wurde 
verzichtet. Dementsprechend wurde die Identität der Strukturen durch HPLC-
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Analytik in Kombination mit Deglykosylierungsexperimenten und im Vergleich 
mit schon detailliert analysierten Strukturen charakterisiert (Abbildung 46).  
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
-100
200
400
600
800
1.000
[29] - 22,358
U
V
25
4 
nm
 [m
AU
]
Zeit [min]
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
-100
0
100
200
300
400
500
600
min
[26] - 24,840
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
-100
125
250
375
500
625
800
[27] - 24,180
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
-100
125
250
375
500
625
800
[28] - 22,598
U
V
25
4 
nm
 [m
AU
]
Zeit [min]
U
V
25
4 
nm
 [m
AU
]
Zeit [min]
U
V
25
4 
nm
 [m
AU
]
Zeit [min]
A. B.
D.C.
H
 
Abbildung 46: HPLC-Analytik der Produktion des Tetra- [26], des Penta- [27], des Hexa- 
[28] und des Heptasaccharides [29] 
Das synthetisierte Hexasaccharid [28] und das synthetisierte Heptasaccharid [29] wurden durch 
eine umfassende HPLC-Analytik charakterisiert. Dabei konnte die erfolgreiche Synthese durch 
Retentionszeitverschiebungen zu analysierten Strukturen bestätigt werden.  
A: HPLC-Chromatogramm Tetrasaccharidsynthese,  B: HPLC-Chromatogramm 
Pentasaccharidsynthese, C: HPLC-Chromatogramm Hexasaccharidsynthese, D: HPLC-
Chromatogramm Heptasaccharidsynthese. 
 
Die produzierten Hexa- und Heptasaccharide wurden jedoch nicht für die 
enzymatische Charakterisierung der β3GlcNAcT oder β4GalT genutzt. Vielmehr 
sollte die Funktionalisierung von Oberflächen und Untersuchung von Zucker-
Galektin-Wechselwirkungen damit durchgeführt werden.  
Abschließend bleibt zusammenfassend festzuhalten, dass die Synthese der 
definierten Poly-LacNAc-Strukturen und deren Analytik etabliert werden konnte. 
Eine Limitierung in der Produktion von langen Zuckerketten durch die 
rekombinanten Enzyme war bis zum Heptasaccharid nicht festzustellen. Jedoch 
wurde auf eine Produktion von längeren definierten Zuckerketten verzichtet. 
Vielmehr sollten durch eine alternative Synthesestrategie mit den beiden 
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Enzymen in einer Eintopf-Reaktion nun unterschiedlich lange, gemischte Poly-
LacNAc-Strukturen synthetisiert werden. Zunächst sollte dafür eine umfassende 
kinetische Charakterisierung der Poly-LacNAc-Synthesen mit der β3GlcNAcT 
und mit der β4GalT erfolgen. 
 
3.4.3.2  Kinetikmessungen mit definierten Poly-LacNAc-Strukturen 
Die Synthese der Tri-, Tetra-, Penta- und Hexasaccharid-Strukturen sollte 
enzymatisch charakterisiert werden (Sauerzapfe et al., 2008). Dafür wurden die 
aufgereinigten und durch NMR und durch MALDI-TOF detailliert untersuchten 
Substrate in einem enzymatischen kontinuierlichen Fotometer-Aktivitätstest 
eingesetzt. Für die Synthese des Tri- und Pentasaccharides wurde die 
β3GlcNAcT aus Helicobacter pylori verwendet. Die biokatalytische Synthese 
des Tetra- und Hexasaccharides sollte durch drei unterschiedliche β4GalTs 
erfolgen. Zum einen wurde die bakterielle β4GalT aus Neisseria meningitidis 
(LgtB) untersucht, zum anderen sollten die beiden Konstrukte der humanen 
β4GalT-1 HB4GT und His6Propeptid-catβ4GalT-1 genutzt werden. Die 
umfassenden kinetischen Analysen und die Auswertung der Daten mit Hilfe von 
SigmaPlot 9.0 erwiesen sich als erfolgreich (Tabelle 5). 
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Tabelle 5: Kinetische Charakterisierung der Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen 
Akzeptor- bzw.  
Donorsubstrat 
vmax [U mg-1] Km [mM] KiS [mM] vmax/Km 
 β3GlcNAcT 
Substanz [24] 0,058 2,2 - 0.026 
UDP-GlcNAc 0,091 1,9 - 0,048 
Substanz [26] 0,038 4,5 - 0,008 
UDP-GlcNAc 0,626 38,9 - 0,016 
 His6Propeptid-catβ4GalT-1 
Substanz [25] 0,800 1,10 3,40 0,727 
UDP-Gal 1,200 0,30 - 4,000 
Substanz [27] 1,100 1,70 - 0,624 
UDP-Gal 1,040 0,28 - 3,714 
 HB4GT 
Substanz [25] 0,140 0,9 1,1 0,156 
UDP-Gal 0,752 4,5 - 0,167 
Substanz [27] 0,160 1,0 2,0 0,160 
UDP-Gal 0,973 3,9 - 0,249 
 LgtB 
Substanz [25] 0,308 1,5 - 0,205 
UDP-Gal 0,440 1,8 - 0,244 
Substanz [27] 0,319 3,9 - 0,082 
UDP-Gal 0,420 6,8 - 0,063 
 
Die Ergebnisse der kinetischen Charakterisierung zeigten sehr unterschiedliche 
Trends für die verschiedenen Enzyme. Die bakterielle β3GlcNAcT aus 
Helicobacter pylori zeigte eine signifikant erniedrigte Affinität gegenüber dem 
Tetrasaccharid [26] im Vergleich zum Disaccharid [24]. Die katalytische 
Effizienz sowohl für das Akzeptorsubstrat als auch für das Donorsubstrat war 
um den Faktor drei erniedrigt. Jedoch unterschieden sich die gemessenen 
Daten für UDP-GlcNAc deutlich von denen des Akzeptorsubstrates. Denn 
hierbei wurde die Reduktion der katalytischen Effizienz durch eine 
Affinitätserniedrigung um den Faktor 20 bei einer gleichzeitigen siebenfachen 
Erhöhung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit bewirkt. Dies könnte 
eventuell ein Hinweis auf die Regulation der Poly-LacNAc-Synthese in 
bakteriellen Systemen sein. Weitere kinetische Daten zu bakteriellen 
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β3GlcNAcTs mit unterschiedlich langen Oligosacchariden sind nicht publiziert. 
Jedoch haben Ujita et al. die humane β3GlcNAcT iGnT in vitro mit 
verschiedenen Oligo-LacNAc-Strukturen kinetisch untersucht (Ujita et al., 2000). 
Dabei stellten sie ebenfalls eine Reduktion der enzymatischen Effizienz mit 
zunehmender Kettenlänge der Zucker fest. Im Gegensatz zu den hier 
gewonnenen Daten mit dem bakteriellen Enzym blieb aber die Affinität des 
humanen Enzyms gegenüber dem LacNAc, Di-LacNAc und Tri-LacNAc gleich 
bei einer gleichzeitig sinkenden maximalen Reaktionsgeschwinidgkeit. Die vmax-
Werte waren für das Di-LacNAc um den Faktor 2, für das Tri-LacNAc um den 
Faktor 2.5 erniedrigt.  
Die Auswertung der kinetischen Daten der HB4GT und His6Propeptid-
catβ4GalT-1 zeigte im Gegensatz zur β3GlcNAcT keine Reduktion der 
katalytischen Effizienz bei einer erhöhten Anzahl von LacNAc-Wiederholungen 
auf. Dieses Phänomen konnte auch durch Ujita et al. für die humane β4GalT-1 
gezeigt werden (Ujita et al., 2000). Gegensätzlich waren die Daten der 
bakteriellen β4GalT LgtB. Deren katalytische Effizienz sank signifikant mit 
zunehmender Zuckerlänge des Akzeptorsubstrats zusammen mit dem 
Donorsubstrat UDP-Gal. Beim Vergleich aller hier untersuchten β4GalT-
Konstrukte zeigte die His6Propeptid-catβ4GalT-1 die höchste Aktivität für das 
Tri- [25] und Pentasaccharid [27] als Akzeptorsubstrate. Hierbei ist die 
Reduktion der Substratinhibition vom Monosaccharid [23] zum Trisaccharid [25] 
besonders zu betonen. Für das Pentasaccharid [27] konnte keine 
Substratinhibition mehr festgestellt werden, wodurch die biokatalytische 
Synthese von langen Poly-LacNAc-Substraten begünstigt würde. Anscheinend 
wurde der inhibitorische Effekt der hydrophoben Modifikation am β-D-GlcNAc-
Linker-NH2-tBoc durch die Verlängerung der Zuckerkette kompensiert. 
Dagegen zeigte die HB4GT immer noch eine signifikante 
Substratüberschussinhibition für das Tri- und für das Pentasaccharid.  
Dies ist die erste vergleichende kinetische Untersuchung für humane und 
bakterielle Enzyme mit definierten Poly-LacNAc-Strukturen als Akzeptorsubstrat 
(Sauerzapfe et al., 2008). Deswegen lässt sich zusammenfassend festhalten, 
dass in dieser Untersuchung die His6Propeptid-catβ4GalT-1 die besten 
katalytischen Eigenschaften für die effiziente Poly-LacNAc-Synthese aufzeigte. 
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In der idealen Kombination mit der β3GlcNAcT aus Helicobacter pylori ließ sich 
die biokatalytische Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen ausgehend von β-D-
GlcNAc-Linker-NH2-tBoc realisieren. Jedoch blieb der kritische Schritt bei der 
Synthese die Produktion des Disaccharides, weil die erste Transferreaktion 
durch höhere Konzentrationen des Akzeptorsubstrats effizient gehemmt wurde. 
In weiteren Untersuchungen sollte deshalb nun die Poly-LacNAc-Synthese 
ausgehend vom LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] in Kombination mit beiden 
Transferasen in einem gemeinsamen Reaktionsansatz getestet werden. 
 
3.4.3.3 Synthese von gemischten Poly-LacNAc-Strukturen 
Für die Imitierung der natürlichen Zuckerketten der Glykoproteine und 
Glykokonjugate der ECM sollte eine Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen mit 
der β3GlcNAcT und der His6Propeptid-catβ4GalT-1 in einer Reaktion versucht 
werden. Dadurch sollte eine effiziente und einfache Produktionsstrategie für 
verschieden lange Zuckerketten entwickelt werden. Die Synthese konnte 
ausgehend vom LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] durchgeführt werden 
(Sauerzapfe et al., 2008) (Abbildung 47).  
 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
 
86 
R
el
at
iv
e
Pe
ak
Ar
ea
[%
]
20
40
60
80
100
120
R
el
at
iv
e
P
ea
k
A
re
a
[%
]
10
20
30
40
50
60
R
el
at
iv
e
P
ea
k
A
re
a
[%
]
10
20
30
40
Anzahl der Zucker [-]
2 4 6 8 10 12
R
el
at
iv
e
Pe
ak
Ar
ea
[%
]
0
5
10
15
20
25
24 h Synthese
 7 h Synthese
 2 h Synthese
 0 h Synthese
 
Abbildung 47: Synthese von gemischten Poly-LacNAc-Strukturen (Sauerzapfe et al., 2008) 
Die Synthese von gemischten Poly-LacNAc-Strukturen wurde in einem Ansatz mit den beiden 
Enzymen β3GlcNAcT und His6Propeptid-catβ4GalT-1 ausgehend von LacNAc-Linker-NH2-tBoc 
durchgeführt. Dabei wurde der Umsatz nach 0 h (weiße Balken), 2 h (dunkelgraue Balken), 7 h 
(hellgraue Balken) und 24 h (scharze Balken) durch HPLC-Analytik kontrolliert.  
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Die Identität der produzierten Strukturen konnte durch die Analytik mit Hilfe der 
HPLC in Kombination mit Deglykosylierungsexperimenten und HPLC-MS 
bestätigt werden (Abbildung 48). 
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Abbildung 48: HPLC-Analytik der produzierten gemischten Poly-LacNAc-Strukturen 
(Sauerzapfe et al., 2008) 
Die Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen wurde durch HPLC-Analytik untersucht. Zur 
Bestätigung der synthetisierten Strukturen wurde der Syntheseansatz (A) mit der β-N-
Acetylglukosaminidase (B) behandelt. Anhand der Retentionszeiten konnte die Identität der 
synthetisierten Strukturen bestimmt werden. Die Synthese bis zu einem Penta-LacNAc war 
sicher nachweisbar. 
1: β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23], 2: LacNAc [24], 3: [25], 4: Di-LacNAc [26], 5: [27], 6: tri-
LacNAc [28], 7: [29], 8: Tetra-LacNAc, 9: Nonasaccharid, 10: penta-LacNAc. 
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Die Synthese der Poly-LacNAc-Strukturen bis zu einem Penta-LacNAc konnte 
durch den Einsatz der beiden Enzyme β3GlcNAcT und His6Propeptid-
catβ4GalT-1 in einer gemeinsamen Reaktion realisiert werden. Dabei wurde 
eine Gauß´sche Verteilung der unterschiedlich langen Zuckerketten festgestellt 
mit einem Maximum für das Penta- bis zum Heptasaccharid. Somit konnte die 
Synthese der Zuckerstrukturen durch dieses Verfahren sehr effizient und 
einfach durchgeführt werden. Das könnte auch ausschlaggebend für zukünftige 
Applikationen in der Biomaterialforschung und damit verbundene 
Verfahrensoptimierungen sein. In der Literatur findet man den kombinierten 
Einsatz einer β3GlcNAcT und einer β4GalT für die Synthese von Poly-LacNAc-
Substraten (Logan et al., 2005). Jedoch war das Resultat solcher Synthesen 
deutlich kürzere Zuckerketten, die nur als Aktivitätsbeweis der eingesetzten 
Enzyme genutzt wurden (Logan et al., 2005). Bis jetzt wurde noch keine 
Applikation einer Poly-LacNAc-Mischung beschrieben. Jedoch würden erst die 
Funktionalisierungsarbeiten von Mikrotiterplatten zur Untersuchung der Glykan-
Galektin-Wechselwirkung das Potential dieser Zuckermischung bestehend aus 
unterschiedlich langen Poly-LacNAc-Strukturen zeigen. 
 
3.4.4 Weitere enzymatische Modifikationen von LacNAc-Linker-NH2-
tBOC-Strukturen 
In der Natur treten terminal und im Gerüst von Poly-LacNAc-Ketten viele 
Modifikationen sowohl in der linearen Kette als auch in den Verzweigungen auf. 
Diese können einzelne angefügte Monosaccharide, wie Sialinsäure, Fukose, 
Galaktose, ein GlcNAc-Rest oder Di- bzw. Oligosaccharide sein (Renkonen, 
2000; Vasiliu et al., 2006). Auch eine oder mehrere Sulfatierungen an 
verschiedenen Positionen der Disaccharideinheiten sind möglich (Akama et al., 
2001; Greimel et al., 2006). Deshalb sollten auch in der hier vorliegenden Arbeit 
weitere enzymatische Modifikationen in die synthetisierten Poly-LacNAc-Ketten 
eingefügt werden. Dabei sollte die Sulfatierung (Diplomarbeit J. Schmiedel), die 
Sialylierung (Kooperation mit Dr. W. W. Wakarchuk) und die Produktion des 
Galili-Epitopes (Diplomarbeit J. Schmiedel) getestet werden. 
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3.4.4.1 Sulfatierung von LacNAc-Linker-NH2-tBOC -Strukturen 
Die Sulfatierung von Poly-LacNAc-Strukturen hat mehrere Bedeutungen. 
Einerseits stellen die sulfatierten Epitope Erkennungssequenzen bei vielen 
Prozessen dar, wie z.B. bei Zell-Matrix-Interaktionen oder bei der Aktivierung 
von Wachstumsfaktoren, Chemokinen oder Enzymen (Taylor und Gallo, 2006). 
Andererseits ist es möglich, die Wasserbindungskapazität einer 
Biomaterialoberfläche durch den Grad der Sulfatierung der Zucker zu 
beeinflussen. Diese Eigenschaft könnte bei der Adhäsion von Zellen an die 
Oberfläche eine wichtige Rolle spielen. 
Aus diesen Gründen wurde die humane Keratansulfat-Galaktose-6-
Sulfotransferase kloniert und in E. coli produziert, um Poly-LacNAc-Strukturen 
in weiteren Untersuchungen zu sulfatieren (Abbildung 49).  
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Abbildung 49: Reaktion der Keratansulfat-Galaktose-6-Sulfotransferase  
Die Keratansulfat-Galaktose-6-Sulfotransferase katalysiert den enzymatischen Transfer der 
aktivierten Sulfatgruppe von PAPS auf die C6-Position einer internen Galaktose in einer Poly-
LacNAc-Kette. Dabei entsteht PAP als Nebenprodukt, welches durch einen kontinuierlichen 
Fotometertest mit weiteren Hilfsenzymen gemessen werden kann. 
 
Nach erfolgreicher Aufreinigung des Enzyms sollte die Aktivität mit 
unterschiedlichen LacNAc-Strukturen in einem kontinuierlichen Fotometertest 
bestimmt werden (Tabelle 6). 
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Tabelle 6: Spezifische Aktivität der Keratan-Galaktose-6-Sulfotransferase mit 
verschiedenen LacNAc-Strukturen 
Substrat Spezifische Aktivität [mU/ mg] 
0,3 mM Trisaccharid-Linker-NH2-tBoc [25] 3,9 
0,3 mM Pentasaccharid-Linker-NH2-tBoc [27] 29,8 
0,3 mM Heptasaccharid-Linker-NH2-tBoc [29] 4,0 
0,6 mM Heptasaccharid-Linker-NH2-tBoc [29] 3,3 
1,0 mM Heptasaccharid-Linker-NH2-tBoc [29] 2,9 
1,0 mM Poly-LacNAc-Linker-NH2-tBoc 0,4 
 
Die aktive Expression der Sulfotransferase konnte nachgewiesen werden. Erste 
Versuche zur Substratspezifität des Enzyms zeigten ein deutliches 
Aktivitätsmaximum gegenüber einem Akzeptor mit zwei internen Galaktosen 
(Pentasaccharid-Linker-NH2-tBoc), bei dem eine etwa zehnmal höhere 
spezifische Aktivität vorlag als bei Akzeptoren mit einer oder drei internen 
Galaktosen. Bei einem undefinierten Akzeptor mit verschieden langen 
Kettenlängen und unterschiedlicher Anzahl an internen Galaktosen zeigte sich 
eine deutlich erniedrigte spezifische Aktivität als bei den definierten Strukturen. 
Bei dem Akzeptor Heptasaccharid-Linker-NH2-tBoc konnte eine 
Substratinhibition gezeigt werden. Die spezifische Aktivität sank bei 
Verdopplung der Substratkonzentration um 18%, bei Verdreifachung des 
Substrats um 28% der Ausgangsaktivität. In der Literatur wurde eine 
Substratinhibition für das Enzym noch nicht beschrieben. Torii et al. konnten 
jedoch nachweisen, dass das Enzym in vitro neben der Beteiligung an der 
Synthese des Keratansulfats eine entscheidende Rolle bei der Sulfatierung von 
Sialyl-LacNAc-Oligosacchariden auf Glykoproteinen spielt (Torii et al., 2000). 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass ein direkter, nicht-
radioaktiver Nachweis der Aktivität der Sulfotransferase erfolgreich etabliert 
wurde. Fukuta et al., Akama et al. und Torii et al. nutzten für den Nachweis der 
Aktivität radioaktiv markiertes [35S]PAPS (Fukuta et al., 1997; Torii et al., 2000; 
Akama et al., 2001). Diese Methodik bietet den Vorteil, dass eine eindeutige 
Identifikation des Produktpeaks möglich ist. Die gemessenen spezifischen 
Aktivitäten lagen bei 0.03 µU/mg gegenüber Keratansulfat und 0.01 µU/mg 
gegenüber Poly-LacNAc (Fukuta et al., 1997). Die von Torii et al. gemessene 
spezifische Aktivität gegenüber dem teilsulfatierten LacNAc-Tetrasaccharid lag 
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bei 0.9 mU/mg (Torii et al., 2000). Die in dieser Arbeit detektierten spezifischen 
Aktivitäten lagen ebenfalls im mU-Bereich. 
Damit könnten sulfatierte LacNAc-Strukturen für die Funktionalisierung von 
Oberflächen produziert werden, die über den Grad der Sulfatierung die 
Wasserbindungskapazität der Grenzfläche beeinflussen können. Jedoch war 
die Synthese durch die hohen Kosten des Donorsubstrates PAPS limitiert. Des 
Weiteren müsste für die Applikation der sulfatierten Strukturen zunächst noch 
ein Aktivitätstest etabliert werden, der den nicht-radioaktiven Produktnachweis 
ermöglicht. In dem Fotometertest wurde bisher nur das Nebenprodukt detektiert 
und durch entsprechende Negativkontrollen die Aussagekraft des Testes 
validiert. Die Aufreinigung und der Nachweis des sulfatierten Produktes konnte 
noch nicht erfolgreich durchgeführt werden. 
 
3.4.4.2 Sialylierung von LacNAc-Linker-NH2-tBOC-Strukturen 
Die Sialylierung von Polysacchariden hat vielfache biologische Bedeutungen. 
Neben der strukturellen und physiologischen Relevanz spielt die Sialylierung 
vor allem bei der Erkennung tierischer Zellen eine große Rolle (Varki et al., 
1999). Deswegen sollten Poly-LacNAc-Strukturen durch die rekombinante α2-3-
Sialyltransferase aus Campylobacter jejuni (CST-I) und Neisseria meningitidis 
(NST) sialyliert werden. Erste Versuche wurden mit LacNAc-Linker-NH2-tBoc 
[24] als Akzeptorsubstrat durchgeführt. Beide Enzyme konnten 5 mM Substrat 
quantitativ sialylieren. Dabei besaß die CST-I die höhere Produktivität (15,25 
mg/U; NST: 3 mg/U) und die höhere Raum-Zeit-Ausbeute (8,6 g/L*d; NST:    
1,5 g/L*d). Für die Charakterisierung des hergestellten Produktes (3 mg, 3,42 
µmol, 95% Ausbeute) wurde der Zucker über Sep-Pak-C18 Säulen aufgereinigt 
und durch ESI-MS analysiert (Sauerzapfe et al., 2008) (Abbildung 50). 
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Abbildung 50: Analytische Charakterisierung des produzierten Sialyl-LacNAc-Linker-NH2-
tBoc [30] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte Sialyl-LacNAc-Linker-NH2-tBoc [30] wurde durch ESI-MS analysiert. Dabei 
konnte die Synthese bestätigt werden. 
ESI-MS: gemessen m/z 874 für M-H- ; kalkuliert für M-H-: m/z 874,3. 
 
Die ESI-MS-Messung konnte die richtige Identität des Produktes bestätigen. 
Deswegen wurde in einem zweiten Schritt die Sialylierung des 
Tetrasaccharides [26] versucht. Wiederum zeigte die CST-I die höhere 
Produktivität (18 mg/U) und die höhere Raum-Zeit-Ausbeute (25 g/L*d) im 
Vergleich zur NST (2 mg/U; 1,7 g/L*d). Auch das sialylierte Tetrasaccharid [31] 
konnte im kleinen Maßstab (4 mg, 3,22 µmol, 95% Ausbeute) präparativ 
synthetisiert und aufgereinigt werden (Abbildung 51). 
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Abbildung 51: Analytische Charakterisierung des produzierten Sialyl-Tetrasaccharid-
Linker-NH2-tBoc [31] (Sauerzapfe et al., 2008) 
Das synthetisierte Sialyl-Tetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [31] wurde durch ESI-MS analysiert. 
Dabei konnte die Synthese bestätigt werden. 
ESI-MS: gemessen m/z 1239 für M-H-; kalkuliert für M-H-: m/z 1239. 
 
Da die MS-Messung die erfolgreiche Synthese bewies, schien die 
enzymatische Sialylierung der LacNAc-Strukturen problemlos möglich zu sein. 
Die Sialylierung von Poly-LacNAc-Strukturen wurde schon mehrfach 
beschrieben (Blixt et al., 2005; Vasiliu et al., 2006; Naruchi et al., 2006; Koeller 
und Wong, 2000; Murata und Usui, 2006). 
Die aufgereinigten Produkte Sialyl-LacNAc-Linker-NH2-tBoc [30] und Sialyl-
Tetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [31] sollten für die Funktionalisierung von 
Mikrotiterplatten für die Untersuchung der Glykan-Galektin-Wechselwirkungen 
dienen. Zuvor erfolgte jedoch eine umfassende kinetische Charakterisierung 
der Sialylierungsreaktion mit den beiden bakteriellen Transferasen (Tabelle 7). 
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Tabelle 7: Kinetikdaten der α2,3-Sialyltransferasen 
Substrat α2-3-Sialyltransferase 
CST-I 
α2-3-Sialyltransferase 
NST 
LacNAc-Linker-
NH2-tBoc [24] 
KM app. = 2,1 mM 
Vmax app. = 1,200 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,571 U/mg*mM
KM app. = 11,1 mM 
Vmax app. = 0,050 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,005 U/mg*mM
CMP-NeuAc KM app. = 0,15 mM 
Vmax app. = 0,900 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 6,000 U/mg*mM
KM app. = 0,12 mM 
Vmax app. = 0,026 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,217 U/mg*mM
Tetrasaccharid-
Linker-NH2-tBoc 
[26]  
KM app. = 3,1 mM 
Vmax app. = 0,128 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,041 U/mg*mM
KM app. = 35,0 mM 
Vmax app. = 0,320 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,009 U/mg*mM
CMP-NeuAc KM app. = 0,7 mM 
Vmax app. = 1,070 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 1,529 U/mg*mM
KM app. = 0,5 mM 
Vmax app. = 0,042 U/mg 
Vmax app./ KM app. = 0,084 U/mg*mM
 
Die Kinetikdaten bestätigen die gemessenen Produktivitäten und Raum-Zeit-
Ausbeuten. Die Sialyltransferase aus Campylobacter jejuni zeigte eine deutlich 
höhere Affinität und maximale Reaktionsgeschwinidgkeit mit den modifizierten 
Akzeptorsubstraten als die aus Neisseria meningitidis. Jedoch nahm die 
katalytische Effizienz mit zunehmender Zuckerkettenlänge um den Faktor 4 für 
das Donorsubstrat und sogar um das Zehnfache für das Akzeptorsubstrat ab. 
Dagegen sank zwar auch die Affinität der NST mit zunehmender Länge der 
LacNAc-Strukturen, aber mit gleichzeitig zunehmender maximaler 
Reaktionsgeschwindigkeit. Daher stieg die kinetische Effizienz der NST 
gegenüber dem Akzeptorsubstrat geringfügig um den Faktor 1,8.  
Zusammenfassend bleibt aber festzuhalten, dass die Sialylierung der 
modifizierten LacNAc-Strukturen mit einer 95%-igen Ausbeute möglich war. 
Dabei war die CST-I das bessere Enzym, weil es bei allen Reaktionen die 
signifikant höhere biokatalytische Effizienz besaß. Die Aufreinigung und 
Entschützung der Zucker konnte analog zu den unmodifizierten Substraten 
erfolgen. Jedoch konnte die Integrität der Strukturen nur durch DC, jedoch nicht 
durch NMR und/ oder MS nachgewiesen werden. Trotzdem sollte der Einfluss 
der Sialylierung auf die Glykan-Galektin-Wechselwirkung in den Oberflächen-
Funktionalisierungsversuchen in einem ersten Experiment untersucht werden. 
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3.4.4.3 Markierung von LacNAc-Linker-NH2-tBOC-Strukturen mit der α1,3-
Galaktosyltransferase 
Die letzte untersuchte Modifizierung von Poly-LacNAc-Strukturen war der 
Transfer einer Galaktose in einer α1-3-Konfiguration auf eine terminale 
Galaktose durch die rekombinant exprimierte α3GalT aus Maus. Dies diente 
zum einen zur Produktion des Galili-Epitopes, das als sehr guter Ligand für das 
Pilzgalektin CGL2 beschrieben war (Walser et al., 2004). Zum anderen weist 
die α3GalT eine breite Akzeptanz von substituierten LacNAc-Strukturen auf 
(Stults et al., 1999). Aus diesem Grund sollte auch die Akzeptanz von 
modifizierten Donorsubstraten getestet werden, hier im Speziellen das UDP-
Gal-Biotin (Bülter et al., 2001; Namdjou, 2006; Namdjou et al., 2007). Das Ziel 
war es, den biotinylierten Zucker für die Entwicklung einer enzymatischen 
Markierungsmethode für terminale Galaktose in den Mikrotiterplatten-Tests zu 
nutzen. 
Die ersten Umsatzversuche zeigten eine sehr gute Akzeptanz des modifizierten 
Substrates LacNAc-Linker-NH2-tBoc durch die α3GalT. Deswegen wurde das 
Galili-Epitop-Linker-NH2-tBoc [32] im präparativem Maßstab (15 mg; 20,1 µmol) 
synthetisiert, aufgereinigt und durch HPLC-MS analysiert (Abbildung 52). 
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Abbildung 52: Analytische Charakterisierung des Galili-Epitop-Linker-NH2-tBOC [32] 
Das synthetisierte Galili-Epitop-Linker-NH2-tBOC [32] wurde durch HPLC-MS analysiert. Dabei 
konnte die Synthese bestätigt werden. 
HPLC-MS: gemessen m/z  745,2 für M-H-; kalkuliert für M-H-: 745 m/z  
 
Die HPLC-MS-Analytik konnte die erfolgreiche Synthese des modifizierten 
Zuckers bestätigen. Eine Ausbeute von über 95% konnte erzielt werden. Somit 
wurde das von Stults et al. beschriebene breite Substratspektrum der α3GalT 
bestätigt (Stults et al., 1999). 
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Eine umfassende kinetische Charakterisierung mit der α3GalT und LacNAc-
Linker-NH2-tBoc [24] im Vergleich zum natürlichen Akzeptorsubstrat LacNAc 
wurde erfolgreich durchgeführt (Tabelle 8). 
Tabelle 8: Kinetische Daten der α3GalT mit LacNAc und LacNAc-Linker-NH2-tBoc als 
Akzeptorsubstrat 
 Akzeptorsubstrat Donorsubstrat 
UDP-Gal 
LacNAc KM app. = 0,5 mM 
Vmax app. = 0,34 U/ mg 
Vmax app./ KM app. = 0,68 U/mg*mM 
KI = 9,7 mM
KM app. = 1,4 mM 
Vmax app. = 0,38 U/ mg 
Vmax app./ KM app. = 0,27 U/mg*mM
LacNAc-Linker-
NH2-tBoc [24] 
KM app. = 1,9 mM 
Vmax app. = 0,38 U/ mg 
Vmax app./ KM app. = 0,20 U/mg*mM
KM app. = 1,1 mM 
Vmax app. = 0,13 U/ mg 
Vmax app./ KM app. = 0,12 U/mg*mM
 
Die kinetischen Daten bestätigten die gute Akzeptanz des modifizierten 
Akzeptorsubstrates LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] durch die α3GalT. Nur war 
die Affinität des Enzyms im Vergleich zum natürlichen Substrat um den Faktor 4 
erniedrigt bei einer gleich bleibenden maximalen Reaktionsgeschwindigkeit. Für 
das Donorsubstrat zeigte das Enzym eine etwas bessere Affinität jedoch mit 
einer 3-fach reduzierten maximalen Reaktionsgeschwindigkeit. 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die α3GalT sowohl für die 
präparative Synthese als auch für erste Markierungsversuche aufgrund der 
guten Affinitätsdaten sehr gut geeignet war. 
Für die Etablierung der enzymatischen Markierung von terminalen 
Galaktosegruppen musste zunächst aber die Akzeptanz des modifizierten 
Donorsubstrates UDP-Gal-Biotin getestet werden, das von Dr. D. J. Namdjou 
(RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt wurde (Abbildung 53). 
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Abbildung 53: Struktur des UDP-Gal-Biotins (Bülter et al., 2001; Namdjou, 2006; Namdjou 
et al., 2007) 
Das UDP-Gal-Biotin ist am C6-Atom der Galaktose über einen Linker mit einem Biotin-Molekül 
chemisch modifiziert. Dadurch kann der Zucker über eine Wechselwirkung mit Streptavidin-
Enzym-Konjugaten detektiert werden. 
 
Da aber UDP-Gal-Biotin bei Anwesenheit von Manganionen nicht stabil ist 
(Namdjou, D. J., 2006), musste zunächst ein alternativer Cofaktor für die 
α3GalT gefunden werden. Dabei zeigte das Enzym  keine außergewöhnliche 
Selektivität.  Anstelle von Manganionen konnten  Magnesium-, Kobalt-, 
Calcium- und Nickelionen für einen quantitativen Umsatz eingesetzt werden. 
Daher wurde UDP-Gal-Biotin mit Magnesiumionen als Cofaktor in dem 
kontinuierlichen Fotometeraktivitätstest mit der α3GalT vermessen. Die 
Messung ergab eine spezifische Aktivität von 10,5 mU/mg mit Laktose als 
Akzeptorsubstrat. Allerdings zeigten die Proben ohne Akzeptorsubstrat eine 
hohe Hydrolyseaktivität. Zusammenfassend könnten aber erste enzymatische 
Markierungsversuche von immobilisierten Zuckern mit terminaler Galaktose 
durchgeführt werden. Die Durchführung sollte innerhalb dieser Arbeit mit in 
Mikrotiterplatten immobilisiertem LacNAc-Linker-NH2 [34] erfolgen. 
 
3.4.5 Entschützung und Aufreinigung von LacNAc-Linker-NH2-
tBOC-Strukturen 
Für die Applikation der biokatalytisch produzierten Zucker zur 
Funktionalisierung von Oberflächen musste zunächst die säurekatalysierte 
Abspaltung der tBoc-Gruppe von den LacNAc-Linker-NH2-tBoc-Strukturen 
erfolgen.  
Dafür wurde zunächst im kleinen Maßstab die Entschützung mit 
Trifluoressigsäure versucht. Die Entschützung konnte erfolgreich durchgeführt 
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werden, jedoch war die folgende Abtrennung der starken Säure sehr schwierig. 
Deshalb wurden die nächsten Entschützungsversuche mit verdünnter 
Salzsäure durchgeführt. Dabei stellte sich eine finale Konzentration von 1 M 
Salzsäure als eine optimale Konzentration heraus. Die Entschützung wurde 
zunächst durch dünnschichtchromatographische Methoden nachgewiesen, da 
andere analytische Methoden aufgrund des hohen Säuregehaltes nicht 
durchführbar waren (Tabelle 11). Die Abtrennung der Säure konnte durch einen 
speziellen Ionentauscher erzielt werden. Das MTO-Dowex M43 Anion 
Exchange Resin ist speziell für die Adsorption von anorganischen und 
organischen Säuren entwickelt worden. Deshalb konnte die Aufreinigung der 
entschützten Zucker laut Massenbilanz und HPLC-MS mit über 90% Ausbeute  
durchgeführt werden. Die aufgereinigten Zucker wurden anschließend durch 
HPLC-MS analysiert. Um die Stabilität der Strukturen zu zeigen, ist beispielhaft 
die Entschützung des β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] in Abbildung 54, des 
LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] in Abbildung 55 und des Trisaccharid-Linker-NH2-
tBoc [25] in Abbildung 56 dargestellt. 
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Abbildung 54: HPLC-MS Analytik der Entschützung von β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] 
Für die Bestätigung der erfolgreichen Entschützung des β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc wurde 
eine HPLC-MS-Analytik durchgeführt. Dafür wurde ein Gradientenprogramm mit Acetonitril-
Wasser gewählt (0-45 min bis 50% Acetonitril, 46-60 min 50 % Acetonitril, 0,5 ml/ min). Die 
Absorption bei 254 nm und MS-Daten (positiver Modus, Kapillar-Temperatur 400°C, Nadel-
Spannung 3 kV, Konus 50 V, Elektronenvervielfacher 1200 V) wurden parallel aufgezeichnet 
[Durchführung der Analytik durch C. Rech und D. Hirtz]. Dabei konnte eine relative Ausbeute 
von 99,5% detektiert werden. 
HPLC-MS β-D-GlcNAc-Linker-NH2[33]: 
gemessen m/z  323,6 für M-H+; kalkuliert für M-H+: 323,2 m/z 
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Abbildung 55: HPLC-MS Analytik der Entschützung von LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] 
Für die Bestätigung der erfolgreichen Entschützung des LacNAc-Linker-NH2-tBoc wurde eine 
HPLC-MS-Analytik durchgeführt. Die Messung ist analog zur Abbildung 54 durchgeführt worden 
[Durchführung der Analytik durch C. Rech und D. Hirtz]. Dabei konnte eine relative Ausbeute 
von 90% detektiert werden. 
HPLC-MS LacNAc-Linker-NH2[34]: 
gemessen m/z  485,2 für M-H+; kalkuliert für M-H+: 485,12 m/z 
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Abbildung 56: HPLC-MS Analytik der Entschützung von Trisaccharid-Linker-NH2-tBoc [25] 
Für die Bestätigung der erfolgreichen Entschützung des LacNAc-Linker-NH2-tBoc wurde eine 
HPLC-MS-Analytik durchgeführt. Die Messung ist analog zur Abbildung 54 durchgeführt worden 
[Durchführung der Analytik durch C. Rech und D. Hirtz]. Dabei konnte eine relative Ausbeute 
von 89% detektiert werden. 
HPLC-MS Trisaccharid-Linker-NH2[36]: 
gemessen m/z  688,4 für M-H+; kalkuliert für M-H+: 688,3 m/z 
. 
Die Entschützung der Strukturen konnte durch die HPLC-MS-Analytik bestätigt 
werden. Somit standen die biokatalytisch synthetisierten Zuckerstrukturen für 
die geplanten Oberflächenfunktionalisierungsarbeiten zur Verfügung. 
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3.4.6 Abschließende Bewertung der chemo-enzymatischen Arbeiten 
mit LacNAc-Linker-NH2-tBoc-Strukturen 
Die chemische Synthese des β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc wurde effizient 
durchgeführt. Aufgrund der hydrophoben Modifikation waren die Detektion und 
die Aufreinigung des Zuckers vereinfacht. Hinzu kam, dass die rekombinante 
His6Propeptid-catβ4GalT-1 optimale Umsätze mit dem Akzeptorsubstrat und 
eine effektive Poly-LacNAc-Synthese in Kombination mit der β3GlcNAcT aus 
Helicobacter pylori zeigte. Auch die weitere Modifikation der synthetisierten 
Poly-LacNAc-Strukturen durch die beiden Sialyltransferasen CST-I und NST, 
durch die humane Keratansulfat-Galaktose-6-Sulfotransferase und durch die 
murine α3GalT konnte durchgeführt werden. Für die präparative Synthese in 
größerem Maßstab müssten Optimierungen der Produktion durch 
verfahrenstechnische Lösungen erfolgen. Die Durchführung der Biokatalyse in 
Membranreaktoren zur Immobilisierung der Enzyme könnte die Produktion und 
die Raum-Zeit-Ausbeuten weiter steigern. Die gewonnenen enzymatischen 
Daten dieser Untersuchung betonen die Bedeutung der spezifischen 
Enzymkonstrukte für die Umsetzung von chemisch modifizierten 
Akzeptorsubstraten. 
Die erfolgreiche chemo-enzymatische Synthese von Poly-LacNAc-Strukturen 
wurde schon mehrmals für natürliche und modifizierte Akzeptoren mit 
rekombinanten und kommerziellen Glykosyltransferasen und Endo-β-
Galaktosidasen gezeigt (Di Virgilio et al., 1999; Unverzagt et al., 2002; Blixt et 
al., 2005; Murata et al., 2005; Vasiliu et al., 2006). Dies konnte eindrucksvoll 
durch Blixt et al. für die Produktion von Poly-LacNAc-Glykanen im großem 
Maßstab durch bakterielle Enzyme bestätigt werden (Vasiliu et al., 2006). 
Jedoch wurden bisher keine umfassenden kinetischen Studien mit bakteriellen 
Enzymen im Vergleich zu humanen Enzymen durchgeführt. Beim Vergleich der 
erzielten Ausbeuten wurden in dieser Studie für alle Strukturen höhere Werte 
erzielt, auch wenn die Gesamtmenge nicht vergleichbar war mit der Produktion 
von Blixt et al..  
Im Weiteren konnten auch alle biokatalytisch produzierten Poly-LacNAc-
Strukturen mit hohen Ausbeuten aufgereinigt und entschützt werden. Damit 
standen nun die verschiedenen Zuckersubstanzen für die Funktionalisierung 
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von Oberflächen zur Verfügung. Besonders hervorzuheben ist hierbei die 
Synthese und Entschützung einer definierten Poly-LacNAc-Mischung. Deren 
Nutzung sollte einen innovativen Aspekt in dieser Arbeit darstellen. Die 
folgenden Experimente zur Untersuchung der Glykan-Galektin-Wechselwirkung 
sollten die optimale Bindungsstruktur für das Modellgalektin CGL2 bestimmen. 
 
 
3.5 Charakterisierung der Zuckerstrukturen als 
Liganden von Galektinen 
Die Untersuchungen der Glykan-Galektin-Wechselwirkungen erforderten die 
Entwicklung eines Mikrotiterplattentests. Damit sollte die optimale 
Zuckerbindungsstruktur für das Galektin His6CGL2 bestimmt werden. Im 
Anschluss sollten die gewonnen Daten auf die Funktionalisierung der Hydrogele 
übertragen werden. 
 
3.5.1 Charakterisierung des Galektins  His6CGL2  
In einem ersten Schritt musste ein geeignetes System für die Charakterisierung 
des Galektins His6CGL2 etabliert werden. Walser et al. haben die Spezifität des 
CGL2 für verschiedene Kohlenhydrate mittels Oberflächenplasmonresonanz 
(SPR) charakterisiert (Walser et al., 2004) (Tabelle 9). 
Tabelle 9: Zuckerliganden des Pilzgalektins CGL2 (Walser et al., 2004) 
Ligand Trivialname KD [10-6 M] 
Gal(β1-4)Glc Laktose 85,4 
Gal(β1-4)GlcNAc LacNAc 16,4 
Fuc(α1-2)Gal(β1-4)GlcNAc Blutgruppe H 4,5 
Neu5Ac(α2-3)Gal(β1-4)GlcNAc 3´Sialyllaktosamin 8,5 
Gal(α1-3)Gal(β1-4)GlcNAc Linear B2 1,2 
Gal(α1-3)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc Galili-Pentasaccharid 2,7 
 
Bei der Charakterisierung des Galektins His6CGL2 stand die Frage im 
Vordergrund, ob der His6-Tag für die Quantifizierung nutzbar war. Damit sollte 
eine kostengünstige und realisierbare Alternative zu den vielfach publizierten 
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Mikroarray-Systemen, FACS und BIAcore-Analytik gefunden werden (Feizi und 
Chai, 2004; Biskup et al., 2005; Bohorov et al., 2006; Paulson et al., 2006). 
 
3.5.1.1 Funktionalisierung von MaxiSorpTM Mikrotiterplatten 
Für erste Charakterisierungsuntersuchungen des Galektins  His6CGL2 wurde 
mit Asialofetuin funktionalisierten MaxiSorpTM Mikrotiterplatten gearbeitet 
(Diplomarbeit M. Knepper, Diplomarbeit C. Rech). Asialofetuin ist ein hoch 
glykosyliertes Protein, das über drei N-Glykosylierungsstellen und vier 
potentielle O-Glykosylierungsstellen verfügt. Die O-Glykosylierungsstellen des 
Asialofetuins wurden bisher kaum charakterisiert. An allen drei N-
Glykosylierungsstellen befinden sich triantennäre Glykane mit Poly-LacNAc-
Einheiten. Die LacNAc-Epitope werden von Galektinen mit stark 
unterschiedlichen Affinitäten gebunden (Dam et al., 2005). Aufgrund der 
insgesamt neun Poly-LacNAc-Einheiten ist Asialofetuin für einen Einsatz bei 
Galektin-Bindungsstudien prädestiniert und schon mehrfach genutzt worden 
(Walser et al., 2004; Dam et al., 2005). Das Asialofetuin kann durch 
verschiedene nicht kovalente Wechselwirkungen an die MaxiSorpTM Platten 
binden. Die Mikrotiterplatte besitzt ein Muster aus Zonen hydrophiler und 
hydrophober Bereiche und ist damit optimal für die Bindung von Glykoproteinen 
geeignet. 
Erste Bindungsversuche wurden mit dem Galektin His6CGL2 auf einer mit 
Asialofetuin funktionalisierten MaxiSorpTM Platte durchgeführt. Dabei wurde die 
Detektion der Bindung über den His6-Tag mit einer Anti-His6-Peroxidase 
erfolgreich etabliert (Abbildung 57). 
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Abbildung 57: Bindungsstudie von His6CGL2 auf einer mit Asialofetuin funktionalisierten 
MaxiSorpTM Mikrotiterplatte 
Für die ersten Bindungsstudien mit dem Galektin His6CGL2 wurde eine MaxiSorpTM-
Mikrotiterplatte mit 1 µg Asialofetuin funktionalisiert. Anschließend wurden verschieden 
konzentrierte Galektinlösungen dazugegeben und durch eine Anti-His6-Peroxidase fotometrisch 
detektiert. Die halbmaximale Sättigung der Platte lag bei 2,2 µg His6CGL2.  
 
Die Bindung des Galektins His6CGL2 an das Asialofetuin konnte erfolgreich 
nachgewiesen werden. Die halbmaximale Sättigung der Platte lag bei 2,2 µg 
Galektin. Dieses Verfahren stellte somit ein innovatives Mikrotiterplatten-
Testsytem dar. Im Vergleich zu den etablierten Mikroarrays, SPR-Messungen 
und BIAcore-Messverfahren waren der Proben-Durchsatz und die Sensitivität 
des hier vorgestellten Testsystems deutlich limitiert (Feizi und Chai, 2004; 
Walser et al., 2005; Biskup et al., 2005; Bohorov et al., 2006; Paulson et al., 
2006). Jedoch bot es die Möglichkeit ohne hohe Kosten und ohne hohen Mess- 
und Instrumentenaufwand die Glykan-Galektin-Wechselwirkungen in kleinem 
Maßstab zu untersuchen. 
In weiteren Untersuchungen mit den Asialofetuin-His6CGL2 funktionalisierten 
Mikrotiterplatten sollten Inhibitionsstudien mit löslichen Zuckern durchgeführt 
werden. Die Zugabe von Kohlenhydraten kann die Bindung von Lektinen an 
Glykoproteine kompetitiv inhibieren, sofern die Kohlenhydrate von den Lektinen 
erkannt und gebunden werden können. Für die Charakterisierung der Inhibition 
wird zumeist der IC50-Wert angegeben, der die Konzentration des Kompetitors 
bei einer halbmaximalen Inhibierung angibt. Bei den Untersuchungen wurden 
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die Zuckerstrukturen Galaktose, Laktose, LacNAc, LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] 
und Galili-Epitop-Linker-NH2-tBoc [32] verwendet (Tabelle 6). 
Tabelle 10: Inhibitionskoeffizienten von verschiedenen Zuckerstrukturen für das Galektin 
His6CGL2 gebunden an eine mit Asialofetuin funktionalisierte MaxiSorpTM Mikrotiterplatte 
Zucker IC50 [µM] 
Galaktose 21600 
Laktose 433 
LacNAc 255 
LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] 97 
Galili-Epitop-Linker-NH2-tBOC [32] 35 
 
Dabei war der effizienteste Inhibitior das Galili-Epitop-Linker-NH2-tBoc [32] 
gefolgt vom LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24]. Die Ergebnisse wurden durch die 
Resultate von M. Künzler im Rahmen des „Consortium for Functional 
Glycomics“ bestätigt (http://www.functionalglycomics.org/glycomics/ 
publicdata.jsp ; Daten von Markus Künzler, ETH Zürich). Laut M. Künzler bindet 
CGL2 das Galili-Epitop mittelmäßig (35697 relative fluorescence units (RFU), 
RFUmax = 61022), gefolgt von LacNAc (32706 RFU) und Laktose (20701 RFU). 
Gleiche Tendenzen bezüglich der Kohlenhydratbindung zeigten auch die durch 
SPR gemessenen KD-Werte von Walser et al. (Walser et al., 2004). In der hier 
präsentierten Studie waren außerdem die Unterschiede zwischen LacNAc und 
LacNAc-Linker-NH2-tBoc signifikant hoch. Die Ergebnisse ließen die Vermutung 
zu, dass die hydrophobe Modifikation des GlcNAc die Affinität des Zuckers zum 
Galektin His6CGL2 steigerte. Vor der Funktionalisierung von Oberflächen mit 
Zuckerstrukturen sollte die Langzeitstabilität des Galektins His6CGL2 getestet 
werden. 
 
3.5.1.2 Funktionalisierung von aminoreaktiven Mikrotiterplatten 
Die Langzeitstabilität des Galektins His6CGL2 sollte für die spätere Anwendung 
für die Funktionalisierung von Hydrogelen untersucht werden. Eine mögliche 
Applikation könnte die direkte Immobilisierung des Galektins an eine Oberfläche 
für die Anbindung von extrazellulären Glykoproteinen sein. Da solche 
Oberflächen in Zellkulturen getestet werden sollten, musste eine gewisse 
Langzeitstabilität des Galektins gegeben sein. Für die Nachahmung der 
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geplanten His6CGL2-PEG-Sternschichten wurde in den Vorversuchen mit 
aminoreaktiven Mikrotiterplatten gearbeitet, die die exponierten Aminogruppen 
des Galektins kovalent binden konnten. In einem Langzeitversuch wurde dabei 
die Stabilität des Galektins untersucht (Abbildung 58). 
His6CGL2 [µg]
0,001 0,01 0,1 1 10
R
el
at
iv
e 
O
D
49
0
nm
-20
0
20
40
60
80
100
120
[%
]
 
Abbildung 58: Langzeitstudie zur Bindung von His6CGL2 auf einer aminoreaktiven 
Mikrotiterplatte 
His6CGL2 wurde auf Immobilizer™ Amino Platten Nunc™ kovalent immobilisiert, mit PBS-
Puffer bei 30°C schüttelnd inkubiert und regelmäßig über einen Zeitraum von 8 Tagen mit der 
Anti-His6-Peroxidase nachgewiesen. Die Kurven liegen fast übereinander, d.h. die Bindungs- 
und Proteinstabilität des His6CGL2 war mindestens acht Tage lang konstant. 
 
Die Langzeituntersuchung hatte die Bindungs- und Proteinstabilität des 
His6CGL2 auf den aminoreaktiven Mikrotiterplatten gezeigt. Daher war das 
Protein ideal für die Funktionalisierung von Oberflächen auch für 
Langzeitversuche geeignet. Da aber die zukünftigen Beschichtungsarbeiten von 
Hydrogelen nicht nur direkt mit dem Galektin, sondern vielmehr mit Poly-
LacNAc-Strukturen zur Anbindung des Galektins durchgeführt werden sollten, 
stand als nächster Schritt die Etablierung eines geeigneten Mikrotiterplatten-
System für die Funktionalisierung mit Zuckerstrukturen im Fokus. 
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3.5.2 Charakterisierung von immobilisierten Zuckerstrukturen durch 
Mikrotiterplattenassays  
Verschiedene Methoden zur kovalenten Immobilisierung von Zuckern auf 
Oberflächen oder auf Mikroarrays und deren Detektion durch Kohlenhydrate 
bindende Proteine sind in der Literatur schon mehrfach beschrieben (Alvarez 
und Blixt, 2006; De Paz et al., 2006; Nakamura-Tsuruta et al., 2006; Liu, Y. et 
al., 2006; Nakamura-Tsuruta et al., 2006). In der hier präsentierten Studie 
wurden zum ersten Mal tBoc-Schutzgruppen im Aglykon-Teil der verschiedenen 
Poly-LacNAc-Strukturen benutzt, die unter milden sauren Bedingungen 
abgespalten werden konnten. Aus der Reaktion resultierte ein amino-terminaler 
Zucker, der für die Ankopplung an aminoreaktive Mikrotiterplatten zur 
Verfügung stand.  
Erste Experimente in der Mikrotiterplatte erfolgten mit β-D-GlcNAc-Linker-NH2 
[33]. Die Detektion konnte durch das β-D-GlcNAc-spezifische Lektin II von 
Griffonia simplicifolia durchgeführt werden. Die fotometrische Messung gelang 
durch eine Biotin-Markierung des Lektins in Kombination mit einer Streptavidin-
Peroxidase (Abbildung 59). 
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Abbildung 59: Bindungsstudie des Lektins II von Griffonia simplicifolia auf einer mit β-D-
GlcNAc-Linker-NH2 [33] funktionalisierten aminoreaktiven Mikrotiterplatte 
Aminoreaktive Mikrotiterplatten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an β-D-GlcNAc-
Linker-NH2 [33] funktionalisiert. Die fotometrische Detektion erfolgte mit dem Biotin-markierten 
Lektin II von Griffonia simplicifolia und einer Streptavidin-Peroxidase. Dabei konnten Bindungs- 
(A) und Inhibitionsstudien (B; ● 0 mM lösliches β-D-GlcNAc, ○ 100 mM lösliches β-D-GlcNAc,  
▼ 1000 mM lösliches β-D-GlcNAc) durchgeführt werden. 
 
Der Nachweis des gebundenen Zuckers erwies sich als erfolgreich. Die 
halbmaximale Kapazität lag bei 2,1 mM Zucker. In einem weiteren Schritt wurde 
die Glykan-Lektin-Wechselwirkung durch die Zugabe von kompetetivem 
löslichen β-D-GlcNAc inhibiert. Dies diente als spezifischer Nachweis der 
Zucker-Protein-Bindung. 
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Nach der Immobilisierung des Monosaccharides sollten weitere Experimente 
mit dem Disaccharid LacNAc-Linker-NH2 [34] folgen. Dabei wurde neben der 
Detektion durch ein Galaktose-spezifisches Biotin-markiertes Lektin auch die 
enzymatische Markierung der terminalen Galaktose durch die α3GalT mit UDP-
Gal-Biotin (Bülter et al., 2001; Namdjou, D.-J. et al., 2007) als Donorsubstrat 
erfolgreich durchgeführt. In beiden Ansätzen konnte die Markierung durch einen 
anschließenden Inkubationsschritt mit der Streptavidin-Peroxidase fotometrisch 
analysiert werden (Sauerzapfe et al., 2008) (Abbildung 60). 
 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
 
110 
0,01 0,1 1 10
O
D 4
90
nm
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
c (LacNAc-Linker-NH2) [mM]
0,01 0,1 1 10
O
D
49
0n
m
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
A.
B.
c (LacNAc-Linker-NH2) [mM]
 
Abbildung 60: Nachweis des immobilisierten LacNAc-Linker-NH2 [34] auf einer 
aminoreaktiven Mikrotiterplatte durch einen Lektinnachweis (A) und durch eine 
enzymatische Markierung (B) (Sauerzapfe et al., 2008) 
Aminoreaktive Mikrotiterplatten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an LacNAc-Linker-
NH2 [34] funktionalisiert. Die fotometrische Detektion erfolgte mit dem Biotin-markierten Lektin 
von Psophocarpus tetragonolobus (A) oder mit einer enzymatischen Markierung durch die 
α3GalT mit UDP-Gal-Biotin in Kombination mit einer Streptavidin-Peroxidase (B). Dabei konnte 
bei beiden Analysemethoden eine Bindungskurve aufgenommen werden, wobei die 
enzymatische Methode deutlich sensitiver war.  
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Beide Analysemethoden erwiesen sich als erfolgreich, da ein 
konzentrationsabhängiges Signal detektiert werden konnte. Jedoch wurde bei 
dem Lektinnachweis mit den eingesetzten LacNAc-Konzentrationen keine 
Sättigung der Bindungskurve erreicht. Dagegen konnte die enzymatische 
Markierung nicht nur etabliert werden, sondern die Analyse war signifikant 
sensitiver als der Lektinansatz. Der enzymatische Nachweis mit der α3GalT 
ergab einen direkt proportionalen Bereich für eingesetzte 0,1 mM bis 2 mM 
LacNAc-Linker-NH2 [34]. Dagegen war die untere Nachweisgrenze für das 
Lektin von Psophocarpus tetragonolobus bei 2 mM Zucker. Diese neue 
Methode könnte für die Markierung von Poly-LacNAc-Strukturen 
weiterentwickelt werden. Dementsprechend müsste man für den selektiven 
Nachweis der terminalen GlcNAc-Gruppen eine β4GalT mit UDP-Gal-Biotin 
nutzen. Die Akzeptanz des modifizierten Donorsubstrates durch die humane 
Propeptid-natβ4GalT-1 konnte schon für die erfolgreiche Markierung des 
humanen Glykoproteins IgG gezeigt werden (Namdjou, D. J., 2006). Die 
enzymatische Analytik hätte den Vorteil einer höheren Spezifität und Sensitivität. 
Für die weiterführende Charakterisierung des Galektins His6CGL2 wurden 
Funktionalisierungsstudien mit dem Galili-Epitop-Linker-NH2 [35] in den 
aminoreaktiven Mikrotiterplatten durchgeführt. Dieser Zucker stellt eine sehr 
gute Erkennungsstruktur für das Galektin dar (Walser et al., 2004). Deshalb 
wurde der Bindungsnachweis nicht nur mit dem für das α1,3-gebundene 
Galaktose spezifische kommerzielle Lektin I von Griffonia simplicifolia, sondern 
auch mit dem Galektin His6CGL2 durchgeführt. Die fotometrische Analytik 
erfolgte dementsprechend alternativ über eine Streptavidin-Peroxidase bzw. 
über eine Anti-His6-Peroxidase (Abbildung 61). 
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Abbildung 61: Bindungsstudie des Lektins I von Griffonia simplicifolia (A) und des 
Galektins His6CGL2 (B) auf einer mit Galili-Epitop-Linker-NH2 [35] funktionalisierten 
aminoreaktiven Mikrotiterplatte 
Die Funktionalisierung von aminoreaktiven Mikrotiterplatten mit dem Galili-Epitop-Linker-NH2 
[35] konnte mit dem Lektin I von Griffonia simplicifolia (A) und auch alternativ mit dem Galektin 
His6CGL2 (B) nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich ähnliche Bindungskurven. 
 
Die Funktionalisierung der Mikrotiterplatten mit dem Galili-Epitop-Linker-NH2 [35] 
konnte sowohl durch das kommerzielle Lektin als auch durch das Galektin 
His6CGL2 nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich ähnliche Bindungskurven. 
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Die sehr gute Bindung des Galektins an das Galili-Epitop war schon 
beschrieben (Walser et al., 2004). Jedoch wurde es für die weiteren 
Funktionalisierungsarbeiten als Ligand vernachlässigt, weil der Mensch einen 
anti-Gal-Antikörper (1-3% des gesamten IgG) bildet (Zhang et al., 2001). Diese 
antigenen Eigenschaften könnten sich in zukünftigen Zellversuchen negativ 
auswirken. Jedoch war der Zucker ideal um erste Bindungsuntersuchungen mit 
dem Galektin His6CGL2 durchzuführen. 
Für die weitergehende Charakterisierung wurden verschiedene LacNAc-
Strukturen verwendet. Dabei sollte zunächst die erfolgreiche Immobilisierung 
von definierten Mischungen von kurz- und langkettigen Poly-LacNAc-Strukturen 
im Vergleich zu LacNAc-Linker-NH2 [34] getestet werden (Abbildung 62). 
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Abbildung 62: Bindungsstudie des Galektins His6CGL2 auf einer mit LacNAc-Linker-NH2 
[34], kurzkettigen Poly-LacNAc-Linker-NH2 und langkettigen Poly-LacNAc-Linker-NH2 
funktionalisierten aminoreaktiven Mikrotiterplatte 
Die Funktionalisierung von Mikrotiterplatten mit LacNAc-Strukturen und deren Detektion mit 
dem Galektin His6CGL2 konnte etabliert werden. Dabei wurde eine Abhängigkeit der 
Bindungsintensität des Galektins von der Länge der Zuckerkette festgestellt. 
○ langkettige Poly-LacNAc-Linker-NH2 (Tri- bis Dodecasaccharid), ▼ kurzkettige Poly-LacNAc-
Linker-NH2 (Di- bis Hexasaccharid),  ● LacNAc-Linker-NH2 (Disaccharid) [34]. 
 
Die Bindung und der Nachweis der verschiedenen LacNAc-Strukturen konnte 
etabliert werden. Am schlechtesten wurde LacNAc-Linker-NH2 [34] erkannt. 
Deutlich besser wurden die Poly-LacNAc-Mischungen gebunden. Dabei konnte 
eine Abhängigkeit der Bindungsintensität des Galektins von der Länge der 
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Zuckerkette festgestellt werden. Die Mischung bestehend aus Tri- bis 
Dodecasaccharid war eine signifikant bessere Erkennungsstruktur als die 
Mischung bestehend aus Di- bis Hexasaccharid. Dies sollte jedoch in 
weiterführenden Experimenten detailliert untersucht werden, so dass eine 
optimale Bindungsstruktur für das Galektin His6CGL2 bestimmt werden konnte. 
 
3.5.3 Bestimmung der optimalen Bindungsstruktur für das Galektin 
His6CGL2 
Die erfolgreiche Durchführung von zukünftigen Zellversuchen mit den 
entwickelten biohybriden Oberflächen erforderte eine effektive Bindung des 
Galektins an eine produzierte Zuckerschicht. Daher sollte zunächst die 
Bestimmung der optimalen Bindungsstruktur für das Modell-Galektin His6CGL2 
in Mikrotiterplatten erfolgen. In diesen Funktionalisierungsexperimenten wurde 
sowohl mit definierten Mono- und Oligosacchariden (GlcNAc-Linker-NH2 [33], 
Di- [34], Tri-[36], Tetra-[37], Penta-[38], Hexa- [39] und Heptasacharid [40]) 
gearbeitet als auch mit verschiedenen Mischungen von Poly-LacNAc-Strukturen.  
Die definierten Strukturen wurden in einer finalen Konzentration von 2 mM 
eingesetzt (Sauerzapfe et al., 2008) (Abbildung 63). 
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Abbildung 63: Bindungsstudie von His6CGL2 auf einer mit definierten Poly-LacNAc-
Strukturen funktionalisierten aminoreaktiven Mikrotiterplatte (Sauerzapfe et al., 2008) 
Die Bestimmung der optimalen Bindungsstruktur für das Modell-Galektin His6CGL2 wurde in 
Mikrotiterplatten durchgeführt. In diesen Funktionalisierungsexperimenten wurde mit definierten 
Mono- und Oligosacchariden (GlcNAc-Linker-NH2[33], Di- [34], Tri-[36], Tetra-[37], Penta-[38], 
Hexa- [39] und Heptasacharid [40]) gearbeitet. Das Funktionalisierungsexperiment zeigte, dass 
die Bindung des Galektins mit zunehmender Kettenlänge deutlich verbessert wurde. 
 
Für die Herstellung der verschiedenen Poly-LacNAc-Mischungen wurde eine 
Poly-LacNAc-Synthese zu verschiedenen Zeitpunkten abgestoppt (Abbildung 
47), aufgereinigt und entschützt. Die Synthese wurde ausgehend von LacNAc-
Linker-NH2 gestartet. Nach 2 Stunden Synthese wurde eine 
Oligosaccharidmischung von Tri- bis Hexasacchariden produziert mit 53% 
Trisacchariden und 31% Di-LacNAc. Die Poly-LacNAc-Synthese nach 7 h ergab 
eine Verteilung vom Tri- bis zum Oktasacharid mit relativen Anteilen von 20%, 
35% und 26% für das Tri-, Tetra- und das Pentasaccharid. Die breiteste 
Gauß´sche Verteilung an Oligosaccharidstrukturen vom Tri- bis zum 
Decasaccharid wurde nach 24 Stunden Reaktionszeit erzielt. Dabei waren die 
dominaten Zuckerstrukten das Di-LacNAc (12%), das Pentasaccharid (21%), 
das Tri-LacNAc (22%), das Heptasaccharid (18%) und das Tetra-LacNAc (12%). 
Die verschiedenen Mischungen von Oligosacchariden wurden für die 
Funktionalisierung eingesetzt.  
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Die Analytik der verschiedenen Strukturen erfolgte jeweils fotometrisch über 
das His6CGL2 in Kombination mit der Anti-His6-Peroxidase (Abbildung 64).  
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Abbildung 64: Bindungsstudie von His6CGL2 auf einer mit verschiedenen Poly-LacNAc-
Strukturen funktionalisierten aminoreaktiven Mikrotiterplatte (Sauerzapfe et al., 2008) 
In diesem Funktionalisierungsexperiment wurde mit verschiedenen Mischungen von Poly-
LacNAc-Strukturen (B) gearbeitet. Für die Herstellung der verschiedenen Poly-LacNAc-
Mischungen wurde eine Poly-LacNAc-Synthese zu verschiedenen Zeitpunkten abgestoppt (A), 
aufgereinigt und immobilisiert. Dieses Funktionalisierungsexperiment bestätigte ebenfalls, dass 
die Bindung des Galektins mit zunehmender Kettenlänge deutlich verbessert wurde. 
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Beide Funktionalisierungsexperimente zeigten, dass die Bindung des Galektins 
His6CGL2 mit zunehmender Kettenlänge signifikant zunahm. Bei der 
Untersuchung mit definierten Oligosacchariden konnte das höchste 
Bindungssignal für das Hexa- [39] und Heptasaccharid [40] erzielt werden. 
Ebenfalls ließ das Ergebnis die Vermutung zu, dass das Galektin terminale 
Galaktose bevorzugte, weil das Protein eine signifikant höhere Bindung zum 
Hexasaccharid im  Vergleich zum Heptasaccharid zeigte. Ein ähnliches 
Phänomen war auch für das Di-LacNAc [37] im Vergleich zum Pentasaccharid 
[38] zu beobachten. Bei den Arbeiten mit den Poly-LacNAc-Mischungen zeigte 
sich ebenfalls eine höhere Affinität des Galektins zu den längeren Zuckerketten. 
Die beste Bindung konnte mit der heterogensten Oligosaccharidmischung mit 
dem Di-, Tri- und Tetra-LacNAc als dominante Strukturen erreicht werden. 
Die Struktur und die Liganden des fungalen Galektins CGL2 wurden kürzlich 
erst charakterisiert (Walser et al., 2004). Ebenfalls wurde eine umfassende 
Untersuchung mit dem Glykan-Mikroarray-System des „Consortium for 
functional glycomics“ (http://www.functionalglycomics.org/glycomics/ 
publicdata.jsp; Daten von Markus Künzler, ETH Zürich) durchgeführt. Der 
Mikroarray umfasste die simultane Analytik von 203 verschiedenen 
Glykanstrukturen, u. a. auch von definierten LacNAc, Di- und Tri-LacNAc. In 
dieser Studie konnten ebenfalls unterschiedliche Affinitäten für das Galektin 
CGL2 bei repetierenden LacNAc-Einheiten festgestellt werden. Jedoch war das 
Signal auch abhängig von dem jeweils benutzten chemischen Linker. Dieses 
Phänomen wurde auch schon in den hier präsentierten Untersuchungen 
festgestellt (Tabelle 10). Dementsprechend stimmten die 
Untersuchungsergebnisse mit den zwei unterschiedlichen Analyseverfahren 
sehr gut überein. Zusammenfassend konnte also festgehalten werden, dass 
längere LacNAc-Strukturen das CGL2 besser binden.  
Die Durchführung von Funktionalisierungsarbeiten mit Poly-LacNAc-
Mischungen wurde bisher noch nicht durchgeführt. Diese Mischungen könnten 
sehr nützlich auch für die Bindung von humanen Galektinen sein. Hirabayashi 
et al. beschreiben die optimale Bindungsstruktur für sieben verschiedene 
Galektine, wobei doch deutlich Unterschiede bezüglich der Effektivität der 
LacNAc-Wiederholungen festzustellen sind (Hirabayashi et al., 2002). Für 
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Galektin-9 konnte die deutlichste Steigerung der Affinität abhängig von der 
Poly-LacNAc-Länge festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde die Affinität 
des Galektin-1 für diese Substanzen kaum erhöht. Zusammenfassend bleibt 
aber zu betonen, dass all diese Arbeitsgruppen nicht mit Poly-LacNAc-
Mischungen gearbeitet haben.  
Deswegen wurde abschließend untersucht, ob die Poly-LacNAc-Mischung, 
sialylierte definierte LacNAc-Strukturen oder nicht sialylierte definierte LacNAc-
Strukturen die besseren Liganden für das Galektin His6CGL2 darstellen 
(Abbildung 65). Dies sollte in einem ersten Versuch getestet werden. Weitere 
Untersuchungen müssten jedoch an dieser Stelle folgen, da die Integrität der 
sialylierten Strukturen nach der Entschützung mit den in dieser Arbeit 
verwendeten Analyse-Methoden nicht hundertprozentig sichergestellt werden 
konnte. 
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Abbildung 65: Bindungsstudie von His6CGL2 auf einer mit verschiedenen sialylierten 
und nicht sialylierten LacNAc-Strukturen funktionalisierten aminoreaktiven 
Mikrotiterplatte (Sauerzapfe et al., 2008) 
Die Funktionalisierung von Mikrotiterplatten mit 1 mM Poly-LacNAc-Mischung, mit 1 mM 
definierten sialylierten LacNAc-Strukturen (Sialyl-LacNAc-Linker–NH2 [41] und Sialyl-
Tetrasaccharid-Linker–NH2 [42]) und mit 1 mM unsialylierten LacNAc-Strukturen (LacNAc-
Linker–NH2 [34], Tetrasaccharid-Linker–NH2 [37] und Hexasaccharid-Linker–NH2 [39]) wurde 
zur abschließenden Bestimmung des besten Liganden des Galektins His6CGL2 durchgeführt. 
Dabei zeigte die Poly-LacNAc-Mischung die besten Bindungseigenschaften. 
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Die abschließende Untersuchung zeigte, dass die Sialylierung von LacNAc-
Strukturen die Affinität des Galektins His6CGL2 signifikant erhöhte. Dennoch 
muss an dieser Stelle noch die Integrität der Strukturen nach Entschützung in 
zukünftigen Arbeiten durch NMR und/ oder MS bewiesen werden. Jedoch war 
die Mischung der Poly-LacNAc-Strukturen der mit Abstand beste 
Bindungspartner für das Modell-Galektin His6CGL2.  
Daher ließen sich die Untersuchungen zur Glykan-Galektin-Wechselwirkung in 
den Mikrotiterplatten wie folgt resümieren:  Die Poly-LacNAc-Mischung war der 
optimale Ligand für die weiteren Applikationen in der Biomaterialforschung. Die 
Synthese der Poly-LacNAc-Strukturen war einfach und effizient, die 
Entschützung konnte mit über 90% Ausbeute durchgeführt werden und die 
Affinität des Galektin His6CGL2 war signifikant höher im Vergleich zu den 
anderen untersuchten Zuckerstrukturen. Dies lag wahrscheinlich an der 
exponierten Darstellung einzelner Zuckergruppen innerhalb der Mischung, 
wodurch die Galektin-Bindung begünstigt wurde. Dementsprechend sollten 
abschließend die Vernetzungseigenschaften des Galektins für den Aufbau einer 
artifiziellen Matrix mit Laminin und Fibronektin in der Mikrotiterplatte untersucht 
werden. 
 
3.5.4 Galektin vermittelte Bindung von Glykoproteinen der 
extrazellulären Matrix in der Mikrotiterplatte 
Der Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix sollte in einer His6CGL2-
Poly-LacNAc-funktionalisierten Mikrotiterplatte erfolgen. Dabei sollten die 
beiden extrazellulären Glykoproteine Laminin und Fibronektin über die 
Vernetzungseigenschaften des Galektins an die Platte gebunden werden.  
Laminin besteht zu 25-30% Gewichtsprozent aus Kohlenhydraten mit bi- und 
triantennären N-Glykanen (Knibbs et al., 1989). Daher wurde Laminin schon als 
sehr guter Ligand für das humane Galektine-1 und für das humane Galektin-3 
beschrieben (Cooper, 1997; Barboni et al., 1999). Dementsprechend wurden 
zwei Funktionalisierungsansätze durchgeführt. Zum einen wurde die Anbindung 
des Laminins an eine His6CGL2-Asialofetuin-Schicht, zum anderen an eine 
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His6CGL2-Poly-LacNAc-Mikrotiterplatte untersucht und durch ein 
entsprechendes Antikörper-Peroxidase-Konjugat analysiert (Abbildung 66). 
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Abbildung 66: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Laminin in einer 
Mikrotiterplatte (Sauerzapfe et al., 2008) 
Der Aufbau einer artifiziellen Matrix mit Laminin wurde auf einer His6CGL2-Asialofetuin-Schicht 
(A) und auf einer His6CGL2-Poly-LacNAc-Mikrotiterplatte (B) durchgeführt.  
A. His6CGL2-Asialofetuin-Mikrotiterplatte; 1: Asialofetuin+His6CGL2+Laminin, 2: 
Asialofetuin+His6CGL2+Laminin+10 mM LacNAc, 5: Asialofetuin+His6CGL2, 6: -, 7: -, 8: 
Blockierte MaxiSorpTM Mikrotiterplatte. 
B: His6CGL2-Poly-LacNAc-Mikrotiterplatte; 1: Poly-LacNAc+His6CGL2+Laminin, 2: Poly-
LacNAc+His6CGL2 +Laminin+10 mM LacNAc, 3: Poly-LacNAc+Laminin, 4: Poly-
LacNAc+Laminin+10 mM LacNAc, 5: Poly-LacNAc+His6CGL2, 6: Poly-LacNAc, 7: Blockierte 
Mikrotiterplatte+His6CGL2+Laminin, 8: Blockierte aminoreaktive Mikrotiterplatte. 
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Abbildung 66 zeigt, dass das tetramere CGL2 die Bindung des Laminins an das 
Oberflächen-gebundene Poly-LacNAc bewirken konnte. Jedoch konnte das 
Laminin auch direkt mit dem Poly-LacNAc interagieren. Dieses Ergebnis könnte 
durch die Dystroglykan-Lektin-Bindungsdomäne des Laminins erklärt werden 
(Tisi et al., 2000; Ido et al., 2004). Eine detaillierte Untersuchung von 
Lektinbindestellen im Laminin wurde noch nicht durchgeführt. 
In einem zweiten Experiment sollte Fibronektin anstelle von Laminin an solche 
Oberflächen gebunden werden (Abbildung 67). Die Glykosylierung des 
extrazellulären Matrixproteins wurde erst kürzlich durch Tajiri et al. beschrieben 
(Tajiri et al., 2005).  
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Abbildung 67: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Fibronektin in einer 
Mikrotiterplatte (Sauerzapfe et al., 2008) 
Der Aufbau einer artifiziellen Matrix mit Fibronektin wurde auf einer His6CGL2-Asialofetuin-
Schicht (A) und auf einer His6CGL2-Poly-LacNAc-Mikrotiterplatte (B) durchgeführt.  
A. His6CGL2-Asialofetuin-Mikrotiterplatte; 1: Asialofetuin+His6CGL2+Fibronektin,                       
2: Asialofetuin+His6CGL2 +Fibronektin+10 mM LacNAc, 5: ASF+His6CGL2, 6: -, 7: -, 8: 
Blockierte MaxiSorpTM Mikrotiterplatte. 
B: His6CGL2-Poly-LacNAc-Mikrotiterplatte; 1: Poly-LacNAc+His6CGL2+Fibronektin, 2: Poly-
LacNAc+ His6CGL2+Fibronektin+10 mM LacNAc, 3: Poly-LacNAc+Fibronektin, 4: Poly-
LacNAc+Fibronektin+10 mM LacNAc, 5: Poly-LacNAc+His6CGL2, 6: Poly-LacNAc, 7: Blockierte 
Mikrotiterplatte+His6CGL2+Fibronektin, 8: Blockierte aminoreaktive Mikrotiterplatte. 
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Die spezifische Bindung des Fibronektins und die Inhibierung dieser Bindung 
durch Zugabe von kompetitiven Zuckern konnte erfolgreich durchgeführt 
werden. Jedoch war das Hintergrundsignal aufgrund der unspezifischen 
Bindung des Fibronektin-Antikörpers relativ hoch. Eher erstaunlich war die 
direkte Interaktion des Fibronektins mit den Poly-LacNAc-Strukturen. Erklärbar 
wäre dies durch den kryptischen Lektinbereich in der Zellbindungsdomäne 
(Hörmann et al., 1984). 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Poly-LacNAc-funktionalisierten 
Oberflächen durch das Galektin His6CGL2 für den Aufbau einer artifiziellen 
extrazellulären Matrix genutzt werden konnten. Infolge dessen sollte nun im 
Anschluss mit der Funktionalisierung von Hydrogelen begonnen werden, um 
das Potential solcher artifizieller biohybrider Oberflächen für die 
Biomaterialforschung zu analysieren. 
 
3.5.5 Abschließende Bewertung der etablierten 
Mikrotiterplattenassays für die Detektion von Zuckern 
Für die spezifische Untersuchung von Galektin-Glykan-Wechselwirkungen 
konnten zwei verschiedene Mikrotiterplatten-Testsysteme als Alternative zu den 
etablierten Mikro-Array-, FACS und BIAcore-Systeme entwickelt werden 
(Alvarez und Blixt, 2006; De Paz et al., 2006; Nakamura-Tsuruta et al., 2006; 
Liu, Y. et al., 2006; Nakamura-Tsuruta et al., 2006; Feizi und Chai, 2004; 
Biskup et al., 2005; Bohorov et al., 2006; Paulson et al., 2006). Dabei war der 
hier präsentierte Ansatz signifikant schlechter bezüglich seines Durchsatzes 
und seiner Sensitivität, jedoch stellte er eine effektive und kostengünstige 
Alternative als notwendiger Vorversuch für die Funktionalisierungsarbeiten von 
Biomaterialien dar. Insbesondere bleibt der geringe Mess- und Technikaufwand 
hervorzuheben. Zukünftig könnte auch darüber nachgedacht werden, das hier 
entwickelte System auf BIAcore- oder Mikro-Array-Systeme zu übertragen. 
Die durchgeführten Mikrotiterplattenversuche ergaben wichtige Ergebnisse. Sie 
dienten zur erfolgreichen Bestimmung der optimalen Bindungsstruktur des 
Galektins His6CGL2. Dabei wurden erstmals auch Mischungen von Poly-
LacNAc-Strukturen untersucht, die sich als effektiver Ligand 
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herauskristallisierten. Des Weiteren konnte eine artifizielle extrazelluläre Matrix 
mit Laminin bzw. Fibronektin über das Galektin in einer Mikrotiterplatte 
aufgebaut werden. Dabei waren die besonderen Vernetzungseigenschaften des 
multivalenten Galektins essentiell. 
In einem abschließenden Schritt sollten die Ergebnisse der 
Mikrotiterplattentests nun auf die Funktionalisierung von Hydrogelen übertragen 
werden. Dabei standen die Etablierung und die Untersuchung des 
Applikationspotentials dieser innovativen biohybriden Schichten für die 
Biomaterialforschung in ersten Zellversuchen im Vordergrund. 
 
 
3.6 Herstellung von neuartigen biohybriden Hydrogel-
Oberflächen 
Die Ergebnisse der Mikrotiterplattentests zur Herstellung einer artifiziellen 
extrazellulären Matrix sollten nun auf die Funktionalisierung von Hydrogelen 
übertragen werden. Dabei war die strukturierte Immobilisierung von Proteinen 
auf PEG-Sternschichten im DWI an der RWTH Aachen schon etabliert. Jedoch 
wurde dieses Verfahren noch nicht für komplexe Zuckerstrukturen angewendet. 
Deshalb sollte in einem ersten Schritt die erfolgreiche Kopplung der 
hergestellten Zuckerstrukturen und des Modell-Galektins His6CGL2 an die 
PEG-Sternschichten etabliert werden. In einem zweiten Schritt sollten dann der 
Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix und abschließende  
Zellkulturexperimente folgen. 
 
3.6.1 Biofunktionalisierung von PEG-Sternschichten mit dem 
Galektin His6CGL2 
Erste Funktionalisierungsarbeiten wurden mit dem Modellgalektin His6CGL2 
durchgeführt. Dabei wurde das Galektin durch Mikrokontakt-Stempeln auf die 
Hydrogelschicht aufgebracht (Abbildung 68).  
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Abbildung 68: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit dem Galektin His6CGL2 
und Nachweis mit dem Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugat 
Das Modellgalektin His6CGL2 wurde durch Mikrokontakt-Stempeln (50 µg/ml Protein in Wasser) 
auf eine PEG-Sternschicht immobilisiert. Der spezifische Nachweis konnte mit Hilfe des Penta-
His Alexa Fluor 488 Konjugates und Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Der spezifische Nachweis des gekoppelten His6CGL2 auf einer PEG-
Sternschicht wurde durch das Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugat und 
Fluoreszenzmikroskopie erbracht. Hierbei wurde jedoch nur das Protein 
detektiert, Aussagen über die Kohlenhydratbindeeigenschaften konnten 
hierdurch nicht getroffen werden. Da das Protein ungerichtet an die Oberfläche 
binden konnte, wurden einige Kohlenhydrat-Bindedomänen wahrscheinlich 
blockiert. Dies würde sich aber erst in den Bindungsversuchen mit den 
glykosylierten extrazellulären Matrixproteinen zeigen. 
 
3.6.2 Biofunktionalisierung von PEG-Sternschichten mit 
Zuckerstrukturen 
Die strukturierte Immobilisierung von Glykanstrukturen auf Hydrogelschichten 
war in der Literatur noch nicht beschrieben und stellte einen deutlichen 
Unterschied zu den vielfach beschriebenen Mikroarrays dar. Daher musste 
zunächst das Mikrokontakt-Stempeln mit Zuckerstrukturen etabliert werden. 
Dafür wurde mit der kleinsten Zuckereinheit, dem GlcNAc-Linker-NH2[33], 
begonnen (Abbildung 69). 
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Abbildung 69: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit GlcNAc-Linker-NH2 [33] 
und Nachweis mit Fluoreszein-markiertem Lektin II von Griffonia simplicifolia 
Der Zucker GlcNAc-Linker-NH2 [33] wurde durch Mikrokontakt-Stempeln mit ozon-aktivierten 
Stempeln erfolgreich auf den Hydrogelen immobilisiert. Der Nachweis konnte mit Fluoreszein-
markiertem Lektin II von Griffonia simplicifolia durchgeführt werden. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Der Zucker GlcNAc-Linker-NH2 [33] konnte an eine PEG-Sternschicht 
strukturiert angebunden und spezifisch durch das Lektin II von Griffonia 
simplicifolia nachgewiesen werden. Dabei erwiesen sich ozon-aktivierte 
Stempel und eine 2 mM Zuckerlösung als optimale Versuchsparameter. Jedoch 
konnte keine Konzentrationsbestimmung des Zuckers an der Oberfläche 
erfolgen. Theoretisch könnte man über die Fluoreszenzintensität des Lektins 
eine Quantifizierung ermöglichen. Dabei würde man jedoch vernachlässigen, 
dass ein Lektin wahrscheinlich mehrere Zuckerketten überdeckt. 
Deshalb sollte bei den Versuchen mit LacNAc-Linker-NH2 [34] der Einsatz von 
Glykosidasen zur Quantifizierung der immobilisierten Zuckerstrukturen etabliert 
werden. Dies setzte voraus, dass die Ergebnisse der etablierten 
Kopplungsbedingungen auf den komplexeren Zucker übertragen werden 
konnten (Abbildung 70).  
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Abbildung 70: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit LacNAc-Linker-NH2 [34] 
und Nachweis mit Biotin-markiertem Lektin von Psophocarpus tetragonolobus und 
TexasRed-Avidin 
Der Zucker LacNAc-Linker-NH2 [34] wurde durch Mikrokontakt-Stempeln mit ozon-aktivierten 
Stempeln erfolgreich auf den Hydrogelen immobilisiert. Der Nachweis konnte mit Biotin-
markiertem Lektin von Psophocarpus tetragonolobus und TexasRed-Avidin durchgeführt 
werden. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Die Immobilisierung von LacNAc-Linker-NH2 [34] und der spezifische Nachweis 
mit Biotin-markiertem Lektin von Psophocarpus tetragonolobus und TexasRed-
Avidin konnte erfolgreich durchgeführt werden. Die etablierten 
Versuchsbedingungen für GlcNAc-Linker-NH2 [33] konnten für das Disaccharid 
unverändert übernommen werden. Darüberhinaus waren die LacNAc-PEG-
Sternschichten ein potentielles Substrat für den Einsatz von Glykosidasen zur 
Quantifizierung der Zuckerkonzentration auf der Oberfläche. Durch die β-
Galaktosidase aus Aspergillus oryzae sollte die terminale Galaktose spezifisch 
von der Zuckerkette abgetrennt werden und im Überstand fotometrisch 
quantifiziert werden.  Die Degalaktosylierung einer LacNAc-PEG-Sternschicht 
wurde durch Fluoreszenzmikroskopie  mit dem GlcNAc- bzw. mit dem 
Galaktose-spezifischen Lektin vor und nach der Inkubation mit der β-
Galaktosidase durchgeführt (Abbildung 71). 
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Abbildung 71: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit LacNAc-Linker-NH2 [34] vor 
(A) und nach einer enzymatischen Degalaktosylierung (B)  
LacNAc-PEG-Sternschichten konnten durch das Enzym β-Galaktosidase vollständig 
degalaktosyliert werden. Dabei gelang der Nachweis durch das Galaktose-spezifische Lektin 
von Psophocarpus tetragonolobus und TexasRed-Avidin vor der Degalaktosylierung (A) und 
durch das GlcNAc-spezifsche Fluoreszein-markierte Lektin II von Griffonia simplicifolia nach der 
enzymatischen Behandlung (B).  
A.1: Fluoreszenzaufnahme vor der Degalaktosylierung, A.2: schematische Darstellung der 
Schicht vor der Degalaktosylierung, B.1: Fluoreszenzaufnahme nach der Degalaktosylierung, 
B.2: schematische Darstellung nach der Degalaktosylierung 
 
Die Fluoreszenzaufnahmen zeigten die vollständige Degalaktosylierung einer 
LacNAc-PEG-Sternschicht durch den Einsatz der β-Galaktosidase. Auf 
degalaktosylierten Kontrollschichten konnte kein Fluoreszenzsignal des 
galaktose-sepzifischen Lektins detektiert werden. Jedoch bei Inkubation mit 
dem GlcNAc-spezifischen Lektin war die grüne Fluoreszenz deutlich erkennbar. 
Die Quantifizierung der abgespaltenen Galaktose im Überstand wurde durch 
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einen Fotometertest mit Hilfe der β-Galaktose-Dehydrogenase durchgeführt. 
Dabei konnten Zuckerkonzentrationen von 50-100 µM Zucker/~1 cm² Hydrogel-
Oberfläche festgestellt werden. Diese Konzentration entsprach der 
verwendeten Glykan-Konzentration des „Consortiums for functional 
glycomics“ zur Herstellung der „Printed Glycan 
Arrays“ (http://www.functionalglycomics.org, Protokoll cfgPTC_197).  Damit 
stand eine Quantifizierungsmethode für die terminale Galaktose auf der PEG-
Sternschicht zur Verfügung. Jedoch blieb das Verfahren kritisch zu betrachten, 
da es zum einen die mühsam hergestellte Schicht wieder zerstörte und sich 
zum anderen die zu messenden Zuckerkonzentrationen am Detektionslimit des 
fotometrischen Tests befanden. Deswegen müsste zukünftig auch über 
alternative Nachweismethoden nachgedacht werden.  
Abschließende Funktionalisierungsexperimente von PEG-Sternschichten 
wurden mit Poly-LacNAc-Mischungen durchgeführt. Dafür wurde der 
spezifische Nachweis zunächst mit kommerziellen Lektinen etabliert (Abbildung 
72). 
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Abbildung 72: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit Poly-LacNAc-Linker-NH2 
und Nachweis mit kommerziellen Lektinen 
Poly-LacNAc-Linker-NH2 konnte erfolgreich auf PEG-Sternschichten durch Mikrokontakt-
Stempeln immobilisiert werden. Dabei gelang der Nachweis mit Fluoreszein-markiertem Lektin 
II von Griffonia simplicifolia (GlcNAc-spezifisch) und mit Biotin-markiertem Lektin von 
Psophocarpus tetragonolobus (Galaktose-spezifisch) in Kombination mit TexasRed-Avidin. 
A: Filter 7 – Fluoreszein-spezifisch, B: Filter 31 – TexasRed-spezifisch, C: Filter 6 – 
Fluoreszein- und TexasRed-spezifisch, D: schematische Darstellung. 
 
Die Analyse mit den kommerziellen Lektinen konnte spezifisch durchgeführt 
werden und zeigte die Immobilisierung der Galaktose- und GlcNAc-terminalen 
Zuckermischung an die PEG-Sternschichten. Aufgrund der Vorergebnisse der 
Mikrotiterplattentests war bekannt, dass die Poly-LacNAc-Mischung eine 
optimale Erkennungsstruktur für das Galektin His6CGL2 darstellt. Deswegen 
sollten erste Bindungsstudien mit dem Galektin auch auf den Hydrogelen 
durchgeführt werden (Abbildung 73). 
 
ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 
 
132 
A. B.
C
HN O
C
NH
O
C
NH
O
NH2
NH2
HN
S
NH
HN
NH
NH
S
HN
O
O
O
O
HN
O
O
O
O
HN
O
O
O
O
NHS
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O N
H
A
c
O
O
O
H
O
O
O
O
n
=
0
-7
O
H
O
H
O
H
O
H
H
O
H
O
N
H
A
c
O
H
H
OH
O
H
O
H
O
H
O
N
H
A
c
N
H
A
c
O
H
O
H
H
OH
O
H
O
H
O
H
O
H
O
N
H
A
c
O
H
O
H
H
O
O
H O
H
N
H
A
c
H
OH
O
N
H
A
c
O
H
H
O
H
OH
O
H
O
N
H
A
c
H
OH
O
H
O
H
O
H
O
H
O
H
O
N
H
A
c
O
H
H
O
O
H
O
H
O
H
 
Abbildung 73: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit Poly-LacNAc-Linker-NH2 
und Nachweis mit dem Galektin His6CGL2 und mit dem Penta HisTM Alexa Fluor 488 
Konjugat 
Das Galektin His6CGL2 konnte an eine Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht binden und spezifisch 
mit dem Penta HisTM Alexa Fluor 488 Konjugat nachgewiesen werden.  
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Die Bindung des Galektins His6CGL2 an eine Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
konnte durch Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Damit bestätigte 
sich die Mischung der Poly-LacNAc-Strukturen als optimale Bindungsstruktur 
für dieses Galektin. Da diese biohybriden Schichten für den Aufbau der 
artifiziellen extrazellulären Matrix und zukünftige Zellkulturexperimente genutzt 
werden sollten, wurden sie zunächst durch weitere analytische Methoden 
detailliert untersucht. Nach Anbindung des Proteins konnte eine 
Rasterkraftmikroskop-Aufnahme durchgeführt werden (Abbildung 74). 
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Abbildung 74: Funktionalisierung einer PEG-Sternschicht mit Poly-LacNAc-Linker-NH2 
und Nachweis mit dem Galektin His6CGL2 in Kombination mit dem Penta HisTM Alexa 
Fluor 488 Konjugat und mit Rasterkraftmikroskopie 
Die Rasterkraftmikroskop-Aufnahme einer PEG-Sternschicht mit Poly-LacNAc-Linker-NH2 und 
Nachweis mit dem Galektin His6CGL2 in Kombination mit dem Penta HisTM Alexa Fluor 488 
Konjugat ergab eine Schichthöhe von 22 nm. Dies stimmte mit den theoretischen Überlegungen 
sehr gut überein. 
 
Durch die Rasterkraftmikroskopie wurde eine Höhe von 22,3 nm für die His6-
Antikörperkonjugate-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht gemessen. 
Laut Walser et al. entsprechen davon  7-10 nm der theoretische Länge des 
CGL2 (Walser et al., 2004).   
Als weitere Analysemethoden wurden Photoelektronenspektroskopie und 
Kontaktwinkelmessungen mit Poly-LacNAc-PEG-Sternschichten durchgeführt. 
Dabei sollte die Photoelektronenspektroskopie zur Bestimmung des 
eingeführten Schwefelgehaltes durch die Zuckerimmobilisierung im Vergleich 
zu einer unmodifizierten PEG-Sternschicht untersucht werden. Diese Analytik 
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konnte nicht erfolgreich ausgewertet werden, weil der Gehalt des 
Schwefelatoms (Atomprozent) unter dem Detektionslimit des Messinstrumentes 
(5-Atomprozent) lag. Dagegen konnten die Kontaktwinkelmessungen 
erfolgreich analysiert werden. Der Kontaktwinkel wurde von 50-60° (PEG-
Sternschicht) auf 45° (Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht) reduziert und zeigte 
damit eine deutliche Zunahme der hydrophilen Eigenschaften der Oberflächen. 
Nach der erfolgreichen Etablierung des Mikrokontakt-Stempelns für 
Zuckerstrukturen und deren spezifischer Nachweismöglichkeit sollten nun 
Experimente für den Aufbau von biomimetischen Oberflächen mit glykosylierten 
extrazellulären Matrixproteinen durchgeführt werden. 
 
3.6.3 Immobilisierung von Glykoproteinen der extrazellulären Matrix 
Der Aufbau einer artifiziellen Matrix sollte mit drei verschiedenen extrazellulären 
Glykoproteinen erfolgen. Dabei sollten Laminin aus Basalmembranen eines 
Engelbreth-Holm-Swarm Maus Sarkoms, Kollagen IV aus Basalmembranen 
eines Engelbreth-Holm-Swarm Maus Sarkoms und Fibronektin aus dem 
humanen Plasma zum Einsatz kommen.  
Zunächst sollten alle drei Proteine für die Funktionalisierung von His6CGL2-
PEG-Sternschichten getestet werden. Bei den ersten Immobilisierungs- und 
Nachweisexperimenten konnte nicht der Beweis für die erhaltenen 
Kohlenhydratbindeeigenschaften des Galektins erbracht werden. Dies sollte 
nun über die Anbindung eines Glykoproteins erfolgen. Erste Versuche wurden 
mit Laminin durchgeführt, weil bei diesem Protein die Glykosylierungsstellen 
sehr genau beschrieben sind (Abbildung 75). 
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Abbildung 75: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Laminin auf einer 
His6CGL2-PEG-Sternschicht 
Das auf einer PEG-Sternschicht immobilisierte Galektin His6CGL2 konnte zur Anbindung des 
Glykoproteins Laminin genutzt werden. Dies konnte über Fluoreszenz-markierte spezifische 
Antikörper nachgewiesen werden. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Das extrazelluläre Matrixprotein Laminin konnte an das Galektin His6CGL2 
gebunden werden. Die Galektin-Bindungsfähigkeiten gegenüber Laminin 
wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen für humane Galektine schon 
beschrieben (Hughes, 2001; Elola et al., 2005). Jedoch wurde dabei nie mit 
funktionalisierten strukturierten Hydrogelen gearbeitet. Dementsprechend war 
dies ein neuartiger Ansatz innerhalb dieser Arbeit. 
Bei den Vorversuchen in den Mikrotiterplatten-Testsystemen konnte auch 
schon Fibronektin als Bindungspartner identifiziert werden. Dies sollte nun auch 
auf mit Galektin funktionalisierten Hydrogelen versucht werden (Abbildung 76). 
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Abbildung 76: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit humanem Fibronektin 
auf einer His6CGL2-PEG-Sternschicht 
Humanes Fibronektin aus dem Plama konnte an eine Galektin funktionalisierte PEG-
Sternschicht angebunden und durch Fluoreszenzmikroskopie mit entsprechenden Antikörpern 
nachgewiesen werden.  
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Die Fibronektin-Ankopplung konnte wie erwartet durchgeführt werden. Dies 
bestätigte die Ergebnisse aus der Mikrotiterplatte.  
Das dritte zu testende extrazelluläre Matrix Protein, Kollagen IV, wurde bisher 
noch nicht in der Mikrotiterplatte zur Anbindung über die Multivalenz des 
Galektins untersucht. Jedoch war die Bindung des Galektins-3 an das Kollagen 
IV schon von einer anderen Arbeitsgruppe beobachtet worden (Ochieng et al., 
1998). Deswegen lag die Vermutung nahe, dass das Kollagen IV auch 
Galaktose-terminierte Glykane auf seiner Oberfläche präsentiert. Diese könnten 
dann für die Anbindung an das Galektin His6CGL2 ausgenutzt werden. Das 
Ergebnis bestätigte die Annahme (Abbildung 77). 
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Abbildung 77: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Kollagen IV auf einer 
His6CGL2-PEG-Sternschicht 
Eine His6CGL2-PEG-Sternschicht wurde mit 5 µg/ml Kollagen IV inkubiert. Dabei konnte das 
Kollagen IV spezifisch an das Galektin binden und durch Fluoreszenzmikroskopie 
nachgewiesen werden.  
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Das Kollagen IV konnte über das Galektin an die Hydrogelschicht immobilisiert 
werden. Diese ersten Tests zeigten die vielseitige Einsetzbarkeit der His6CGL2-
PEG-Sternschichten für die Immobilisierung von weiteren Glykoproteinen. 
Dabei ist hervorzuheben, dass die Glykoproteine keinen denaturierenden 
Bedingungen ausgesetzt wurden, wodurch die Funktionalität der Proteine 
wahrscheinlich besser erhalten bleibt. Dies musste aber noch in ausstehenden 
Zellkulturexperimenten gezeigt werden. Resümierend war es ein innovativer 
Versuchsaufbau, der so in der Art noch nicht in der Literatur beschrieben war. 
In einem weiteren Schritt zum Aufbau der biomimetischen Matrix sollte nun 
nicht von den His6CGL2-PEG-Sternschichten ausgegangen werden, sondern 
von mit Poly-LacNAc-Strukturen funktionalisierten Hydrogelen. Dabei sollte die 
Anbindung der extrazellulären Matrixproteine Laminin, Fibronektin und Kollagen 
IV nicht nur über die Multivalenz des Galektins erfolgen, sondern auch die 
direkten Interaktionen der Glykoproteine mit den Zuckerstrukturen untersucht 
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werden. Der Einsatz des Galektins könnte für einen modellierbaren Aufbau der 
Schicht sorgen. In zukünftigen Zellexperimenten hätten die Zellen so die 
Möglichkeit, die Schicht weiterzuentwickeln oder zu verändern. Des Weiteren 
hätte man die Möglichkeit durch den zukünftigen Einsatz von humanen 
Galektinen, weitere Funktionalitäten einzuführen. 
Die Anbindung des Laminins an eine Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht über das 
Modellgalektin wurde erfolgreich durchgeführt (Abbildung 78). 
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Abbildung 78: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Laminin auf einer 
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
Das Laminin konnte über die Multivalenz des Galektins an einer Poly-LacNAc-Schicht 
immobilisiert werden. Das Fluoreszenzsignal des Laminin-Antikörper-Komplexes konnte 
deutlich im Mikroskop erkannt werden (A). Jedoch war das Fluoreszenz-Signal des AntiHis6-
Antikörpers für das Galektin nur schwach zu erkennen (nicht dargestellt).  
A: Fluoreszenzaufnahme Filter 31, B: schematische Darstellung. 
 
Das Ergebnis zeigte die Anbindung des Laminins über das Modellgalektin 
His6CGL2. Jedoch war das Galektin-spezifische Fluoreszenzsignal nur sehr 
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schwach. Ein Grund hierfür könnte daran liegen, dass die Fluoreszenz-
markierten Antikörper erst nach dem Schichtaufbau für die Analyse zu den 
Oberflächen gegeben wurden. Möglicherweise würde die Zugänglichkeit des 
His6-Tags des Galektins für den grün-fluoreszierenden Anti-His6-Antikörper 
durch die extreme Größe des Laminins (900-1000 kDa; Galektin His6CGL2 48-
64 kDa) sterisch behindert.  
In einem zweiten Ansatz wurde das Laminin nun ohne das Galektin an eine 
Zuckerschicht angebunden (Abbildung 79). 
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Abbildung 79: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Laminin auf einer Poly-
LacNAc-PEG-Sternschicht 
Das auf einer PEG-Sternschicht immobilisierte Poly-LacNAc konnte erfolgreich zur Anbindung 
des Glykoproteins Laminin genutzt werden. Dies konnte über Fluoreszenz-markierte spezifische 
Antikörper nachgewiesen werden. 
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Die Fluoreszenzaufnahme bestätigte die direkte Anbindung des Laminins an 
eine Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. Damit wurden die Ergebnisse aus den 
Vorversuchen mit den funktionalisierten Mikrotiterplatten übertragen. Jedoch 
konnte hierbei nicht eindeutig geklärt werden, ob das Laminin über 
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen oder über die beschriebene 
Dystroglykan-Bindedomäne mit dem Poly-LacNAc interagierte. Dies ist eine 
Fragestellung für zukünftige Experimente mit deglykosyliertem Laminin und 
weiterführenden Inhibitionsstudien. Aber zusammenfassend bleibt festzuhalten, 
dass das Glykoprotein Laminin über das Galektin bzw. direkt an die Zucker 
gebunden werden konnte. 
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Die sollte nun auch in den weiteren Versuchen zunächst mit Fibronektin 
versucht werden. Dabei gelang die selektive Deteketion des Galektin-
spezifischen und des Fibronektin-spezifischen Fluoreszenzsignals (Abbildung 
80). 
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Abbildung 80: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit humanem Fibronektin 
auf einer His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
Die Funktionalisierungsarbeiten für den Aufbau einer biomimetischen Matrix mit Fibronektin 
über das Galektin His6CGL2 auf einer Poly-LacNAc-Hydrogelschicht konnten erfolgreich 
durchgeführt werden. Dabei konnte sowohl das Galektin-spezifische und das Fibronektin-
spezifische Fluoreszenzsignal selektiv detektiert werden. 
A: Filter 31 – Atto 594 spezifisch; B: Filter 7 – Penta HisTM Alexa Fluor 488 -Antikörper 
spezifisch;       C: Filter 6 – spezifisch für beide Fluoreszenzsignale; D: schematischer Aufbau. 
 
Aufgrund der deutlich kleineren Größe des Fibronektins (450 kDa) im 
Gegensatz zum Laminin (900-1000 kDa) war die Zugänglichkeit des His6-Tags 
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für den Fluoreszenz-markierten Antikörper gegeben. Dadurch konnten beide 
spezifischen Fluoreszenzsignale, des Matrixproteins und des Galektins, 
detektiert werden. Der schichtweise Aufbau der artifiziellen extrazellulären 
Matrix ist im Mikroskop eindeutig nachvollziehbar. 
Die direkte Bindung des Fibronektins an eine Poly-LacNAc-Schicht über 
Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen oder über die kryptische 
Lektindomaine (Hörmann et al., 1984) wurde in einem weiteren Experiment 
getestet (Abbildung 81). 
A. B.
C
HN O
C
NH
O
C
NH
O
NH2
NH2
HN
S
NH
HN
NH
NH
S
HN
O
O
O
O
HN
O
O
O
O
HN
O
O
O
O
NHS
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
O
 
Abbildung 81: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit humanem Fibronektin 
auf einer Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
Das humane Fibronektin konnte direkt mit der Poly-LacNAc-Schicht interagieren und somit auf 
der Hydrogelschicht unter nativen Bedingungen gebunden werden. Dies bestätigt die 
Fluoreszenzaufnahme.  
A: Fluoreszenzaufnahme, B: schematische Darstellung. 
 
Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte die direkte Interaktion des Fibronektins mit 
der Poly-LacNAc-Schicht. Jedoch konnte wiederum nicht nachgewiesen werden, 
wodurch die Wechselwirkung hervorgerufen wurde. Dies soll jedoch in einer 
zukünftigen Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. V. Vogel (ETH Zürich, 
Schweiz) durch Einzelmolekül-Fluoreszenzstudien analysiert werden. Dabei soll 
Fluoreszenz-markiertes Fibronektin direkt immobilisiert auf einer PEG-
Sternschicht, auf einer His6CGL2-PEG-Sternschicht, auf einer His6CGL2-Poly-
LacNAc-PEG-Sternschicht und auf einer Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
vergleichend untersucht werden. Die zu messende Kraft für die Entfaltung des 
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Fibronektin soll dabei Rückschlüsse auf die Interaktion mit dem Substrat 
zulassen. 
Abschließend erfolgte die Untersuchung zur Funktionalisierung einer His6CGL2-
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht mit Kollagen IV. Aufgrund der kleinen mit 
Fibronektin vergleichbaren Größe des Kollagen IV (300 kDa) konnte wiederum 
sowohl das Galektin-spezifische als auch das Matrixprotein-spezifische 
Fluoreszenzsignal selektiv im Mikroskop detektiert werden (Abbildung 82). 
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Abbildung 82: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Kollagen IV auf einer 
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
Kollagen IV konnte durch die Multivalenz des Galektins an eine Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
immobilisiert werden. Dabei konnten beide spezifischen Fluoreszenzmarkierungen im 
Mikroskop detektiert werden. 
A: Filter 31 – Atto 594 spezifisch; B: Filter 7 – Penta HisTM Alexa Fluor 488 -Antikörper 
spezifisch;       C: Filter 6 – spezifisch für beide Fluoreszenzsignale; D: schematische 
Darstellung. 
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Somit bestätigte die Fluoreszenzmikroskopie den Schichtaufbau der artifiziellen 
Membran. Da Kollagen IV zu der netzbildenden Untergruppe der Kollagene 
gehört und sich dementsprechend durch die ausbleibende Abspaltung der 
Propeptide  und Erhaltung der fibrillären Struktur auszeichnet (Boutaud et al., 
2000), wurde die Bindung wahrscheinlich durch die beschriebenen N-Glykane 
der α-Propetide, z. B. des α-1-Propeptides vermittelt. 
Ebenso sind die Lysine des Tripeptid-Repeats (G-X-Y) der α1-Kette des 
Kollagen IV in allen Fällen hydroxyliert und können somit Kohlenhydrate binden. 
Deshalb wurde auch die direkte Interaktion des Matrixproteins mit einer Poly-
LacNAc-Schicht untersucht (Abbildung 83). 
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Abbildung 83: Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix mit Kollagen IV auf einer 
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht 
Das Kollagen IV konnte auch direkt mit einer Poly-LacNAc-Hydrogelschicht interagieren. 
Jedoch waren hierbei auch Lateralstrukturen zu erkennen, die vor allem auf eine nicht 
einwandfreie PEG-Stern-Charge zurückzuführen waren. 
 
Die direkte Anbindung des Kollagen IV erfolgte an die Poly-LacNAc-Hydrogele. 
Der exakte Nachweis, mit welcher Domäne das Kollagen IV mit dem Zucker 
interagierte,  konnte in dieser Studie nicht durchgeführt werden. 
Zusammenfassend bleibt jedoch festzuhalten, dass der schichtweise Aufbau 
der artifiziellen extrazellulären Matrix mit den Glykoproteinen Laminin, 
Fibronektin und Kollagen IV etabliert werden konnte. Untersuchungen zum  
Applikationspotential der Schichten erfolgten beispielhaft mit den mit Kollagen 
IV funktionalisierten Hydrogelen in Zellkulturexperimenten. 
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3.6.4 Testen der neuartigen biohybriden Oberflächen in der 
Zellkultur 
Die produzierten artifiziellen biomimetischen Schichten sollten  in ersten 
Zellkulturexperimenten ihr Potential für die Biomaterialforschung zeigen. Für 
dieses „Proof of principle“  wurden die funktionalisierten Hydrogele mit Kollagen 
IV als Beispiel ausgewählt. Diese Arbeiten erfolgten in Kooperation mit Dr. J. 
Salber am DWI der RWTH Aachen. 
Erste Versuche erfolgten mit His6CGL2- und mit Kollagen IV-His6CGL2-PEG-
Sternschichten. Auf diesen Schichten wurden 100.000 Mausfibroblastenzellen 
der Zell-Linie L929 ausplattiert. Nach Über-Nacht-Inkubation wurde eine 
Vitalitätsfärbung als Zytotoxizitätstest durchgeführt (Abbildung 84). 
 
Abbildung 84: Vitalitätsfärbung eines Zellversuches mit der Fibroblasten-Zelllinie L929 
auf einer His6CGL2-PEG-Sternschicht (A) und auf einer KollagenIV-His6CGL2-PEG-
Sternschicht (B) 
Hydrogelschichten funktionalisiert mit dem Modellgalektin His6CGL2 (A) und Kollagen IV-
His6CGL2 (B) wurden mit 100.000 Mausfibroblasten Zellen L929 inkubiert. Nach 24 Stunden 
erfolgte eine Vitalitätsfärbung. Dabei sollten vitale Zellen grün fluoreszieren, tote Zellen rot. 
A.1: Fluoreszenzaufnahme His6CGL2-PEG-Sternschicht, A.2: schematische Darstellung 
His6CGL2-PEG-Sternschicht, B.1: Fluoreszenzaufnahme Kollagen IV-His6CGL2-PEG-
Sternschicht, B.2: schematische Darstellung Kollagen IV-His6CGL2-PEG-Sternschicht. 
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Das Ergebnis der Vitalitätsfärbung war sehr erstaunlich. Auf der His6CGL2-
PEG-Sternschicht wurden keine Mausfibroblasten adhärent. Die toxische 
Wirkung von pflanzlichen Lektinen ist schon vielfach beschrieben (Varki et al., 
1999). Laut persönlicher Mitteilung von Prof. Aebi (ETH Zürich, Schweiz) wurde 
das Galektin CGL2 auch als Fraßschutz des Pilzes gegen Nematoden 
identifiziert. Da aber hier bei den ersten Zellversuchen das Galektin CGL2 nur 
als Modellgalektin dienen sollte, würden bei zukünftigen Arbeiten humane 
Galektine eingesetzt werden. Diese würden dann wahrscheinlich auch noch 
eine neue Funktionalität einführen. Im Gegensatz zu der Galektin-Schicht 
wurde die Schicht mit präsentiertem Kollagen IV auf der Oberfläche von den 
Zellen sehr gut angenommen. Die Zellen hatten sich zu einem dichten Rasen 
entwickelt. Das bedeutete, dass die Zellen das nativ gebundene Kollagen IV 
akzeptierten und genügend Adhäsionspunkte finden konnten. 
Zusammenfassend wurde die Präsentation des extrazellulären Matrixproteins 
durch das Galektin von den Zellen sehr gut angenommen. 
Im Weiteren sollten nun auch die auf Poly-LacNAc-PEG-Sternschichten 
aufgebauten Schichten Schritt für Schritt getestet werden. Dafür wurden 
100.000 Mausfibroblasten der Zelllinie L929 auf den modifizierten Hydrogelen 
ausplattiert, 24 Stunden inkubiert und durch eine Vitalitätsfärbung 
charakterisiert (Abbildung 85). 
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Abbildung 85: Live-Dead-Staining eines Zellversuches mit der Fibroblasten-Zelllinie L929 
auf einer Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (A), auf einer KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht (B), auf einer His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (C) und auf einer 
KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (D) 
Die Vitalitätsfärbung zeigt signifikant kein Wachstum auf den Schichten mit Poly-LacNAc (A) 
und His6CGL2-Poly-LacNAc (C). Dagegen ist auf den Oberflächen mit Kollagen IV – Interaktion 
direkt mit einer Poly-LacNAc-Schicht (B) oder Anbindung über die Multivalenz des Galektins (D) 
– ein dichter Zellrasen mit über 99% lebenden Zellen zu beobachten.  
A.1: Fluoreszenzaufnahme Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, A.2: schematische Darstellung 
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.1: Fluoreszenzaufnahme Kollagen IV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht, B.2: schematische Darstellung Kollagen IV-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, C.1: 
Fluoreszenzaufnahme His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, C.2: schematische 
Darstellung His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, D.1: Fluoreszenzaufnahme Kollagen IV-
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.2: schematische Darstellung Kollagen IV-
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. 
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Das Ergebnis der His6CGL2-PEG-Sternschichten wurde bestätigt. Es konnte 
keine Adhäsion der Mausfibroblasten auf den His6CGL2-Poly-LacNAc-
Hydrogelen festgestellt werden. Ebenfalls konnte kein Zellwachstum auf der 
reinen Zuckerschicht beobachtet werden. Dagegen zeigten die Kollagen IV 
funktionalisierten Hydrogele adhärentes Wachstum der Mausfibroblasten. 
Aufgrund der nicht vorhandenen rot-gefärbten toten Zellen kann von über 99% 
lebenden Zellen ausgegangen werden. Wahrscheinlich wurde das Glykoprotein 
über seine Zuckerketten ohne denaturierende Bedingungen nativ gebunden 
und konnte somit viele Adhäsionspunkte für die Zellen zur Verfügung stellen. 
In folgenden Zellkulturtests sollte zunächst die Zellzahl auf 10.000 Zellen pro 
Oberfläche reduziert werden, um ein Überwachsen der Schichten und 
Ausbildung eines konfluenten Zellrasens zu vermeiden. Des Weiteren wurden 
nur noch die Schichten mit Kollagen IV (KollagenIV-His6CGL2-, KollagenIV-
Poly-LacNAc-, und KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht) 
detaillierter untersucht. Für die weitere Analyse wurde eine morphologische 
Betrachtung angewendet (Abbildung 86). 
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Abbildung 86: Fibroblasten der Zelllinie L929 auf einer KollagenIV-His6CGL2-PEG-
Sternschicht (A), auf einer KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (B) und auf einer 
KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (C) 
Kollagen IV funktionalisierte Hydrogele wurden mit 10.000 Mausfibroblasten L929 pro 
Oberfläche inkubiert und durch eine morphologische Betrachtung charakterisiert. Dabei ist kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Hydrogelschichten sichtbar. 
A.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, A.2: schematische 
Darstellung KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, B.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.2: schematische Darstellung KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht, C.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, 
C.2: schematische Darstellung KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht.  
 
Die Betrachtung der Mausfibroblasten mit reduzierter Zellzahl im 
Lichtmikroskop zeigte die gleichmäßige Adhäsion der Zellen entlang der 
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gestempelten und funktionalisierten Schichten. Dabei war kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Schichten sichtbar. Das würde die gleichwertige 
Präsentation des Kollagen IV auf den verschieden modifizierten Hydrogelen 
bedeuten. Zukünftige Experimente müssten die Stabilität und Modifizierung der 
unterschiedlichen Ankopplungen untersuchen. 
Als letzte Analysemethode wurden die drei verschiedenen Kollagen IV-
Schichten wiederum mit 10.000 Mausfibroblasten pro Oberfläche inkubiert und 
durch eine Aktinfilamentfärbung analysiert (Abbildung 87). 
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Abbildung 87: Aktin-Filament-Färbung der Fibroblasten-Zelllinie L929 auf einer 
KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht (A), auf einer KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht (B) und auf einer KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (C) 
Die mit Kollagen IV funktionalisierten Hydrogelschichten wurden mit 10.000 Mausfibroblasten 
der Zelllinie L929 inkubiert und anschließend durch eine Aktinfilamentfärbung charakterisiert. 
Dabei ist die Ausbildung des Zytoskelettes auf allen drei Schichten sichtbar. 
A.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, A.2: schematische 
Darstellung KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, B.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.2: schematische Darstellung KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht, C.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, 
C.2: schematische Darstellung KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. 
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Die Aktinfilamentfärbung der adhärenten Zellen zeigte die deutliche Ausbildung 
des Zytoskeletts. Aktinfilamentausläufer waren bei allen drei Schichten zu 
sehen. Dementsprechend waren diese ersten Zellversuche mit der 
Mausfibroblasten-Zelllinie als ein positives Indiz zu bewerten, dass die Kollagen 
IV funktionalisierten Schichten durch die Zellen sehr gut akzeptiert wurden und 
genügend Adhäsionspunkte boten. 
Jedoch sollte nun in einem zweiten Schritt mit humanen Fibroblasten gearbeitet 
werden. Im Gegensatz zu den Mausfibroblasten zeigen humane Fibroblasten 
eine größere morphologische Varianz. Daher wurden diese ebenso wie die 
Mausfibroblasten auf den funktionalisierten Kollagen IV Hydrogelen inkubiert, 
um den Einfluss der modifizierten Oberfläche besser beurteilen zu können. Als 
erste Charakterisierung wurde eine morphologische Betrachtung im 
Lichtmikroskop durchgeführt (Abbildung 88). 
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Abbildung 88: Humane Fibroblasten auf einer KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht (A), 
auf einer KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (B) und auf einer KollagenIV-
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (C) 
10.000 humane Fibroblasten wurden auf verschiedenen Kollagen IV funktionalisierten 
Hydrogelen ausplattiert und für 30 Stunden inkubiert. Im Lichtmikroskop waren fast nur 
ausgestreckete, adhärente  und nur wenige abgekugelte Zellen detektierbar.  
A.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, A.2: schematische 
Darstellung KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, B.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.2: schematische Darstellung KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht, C.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, 
C.2: schematische Darstellung KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. 
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Die morphologische Betrachtung im Lichtmikroskop zeigte deutlich die lang 
gestreckte Form der humanen Fibroblasten sowohl auf der Kollagen IV-
His6CGL2-, als auch auf der Kollagen IV-Poly-LacNAc- und Kollagen IV-
His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. Es waren kaum abgekugelte Zellen, 
die für eine fehlende Adhärenz sprechen würden, auf den Schichten zu 
beobachten.  
Anschließend sollte das Zytoskelett der adhärenten humanen Fibroblasten auf 
der artifiziellen Matrix detaillierter charakterisiert werden. Dafür wurden analoge 
Schichten mit einer Aktinfilamentfärbung charakterisiert (Abbildung 89). 
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Abbildung 89: Aktin-Filament-Färbung der humanen Fibroblasten auf einer KollagenIV-
His6CGL2-PEG-Sternschicht (A), auf einer KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (B) 
und auf einer KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht (C) 
Die Aktinfilamentfärbung wurde mit Kollagen IV funktionalisierten PEG-Sternschichten 
durchgeführt, auf denen 10.000 humane Fibroblasten ausplattiert wurden. Die 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zeigt die Ausbildung der Aktinausläufer auf allen drei 
Schichten.  
A.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, A.2: schematische 
Darstellung KollagenIV-His6CGL2-PEG-Sternschicht, B.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-
Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, B.2: schematische Darstellung KollagenIV-Poly-LacNAc-PEG-
Sternschicht, C.1: Mikroskopieaufnahme KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht, 
C.2: schematische Darstellung KollagenIV-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschicht. 
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Das sehr gute Wachstum der Zellen auf den Hydrogelschichten war sehr 
deutlich feststellbar. Besonders die Ausbildung der Aktinausläufer war 
signifikant feststellbar. Dabei war das Zellwachstum auch über die 
funktionalisierten Linien hinweg detektierbar. Deswegen müsste in zukünftigen 
Versuchen mit humanen Fibroblasten der Abstand zwischen den 
funktionalisierten Linien noch weiter vergrößert werden.  
Abschließend bleibt zusammenfassend zu betonen, dass die neuartigen 
biohybriden Hydrogelschichten sich sehr erfolgreich in den ersten 
Zellversuchen etabliert haben. Jedoch kann das echte Potential der Schichten 
für die Biomaterialforschung noch nicht endgültig bewertet werden. Hierfür 
müssten noch weitere Zellversuche mit unterschiedlichen Zelltypen wie zum 
Beispiel neuronalen Zellen oder hämatopoetischen Stammzellen erfolgen. 
 
3.6.5 Abschließende Bewertung der innovativen biohybriden 
Oberflächen 
Adhäsion und Wachstum von Zellen auf Kollagen IV-Substrat sind in der 
Literatur mehrfach  beschrieben (Löster et al., 1994; Rabinovich et al., 1999; 
Bouafsoun et al., 2007). Bouafsoun et al. immobilisierte verschiedene ECM-
Proteine (Fibronektin, Kollagen IV, u. a.) auf Polystyrol-Fasern, die auf einer 
aktivierten Goldoberfläche gebunden wurden. Diese Oberfläche wurde mit 
Endothelzellen inkubiert und die Adhäsion mittels elektrochemischer Impedanz- 
Spektroskopie charakterisiert. Somit ist die Adhäsion von verschiedenen Zellen 
auf immobilisiertem Kollagen IV keine Innovation.  
Jedoch stellt der in dieser Arbeit etablierte Aufbau einer artifiziellen 
extrazellulären Matrix mit gestempelten Galektinen oder Zuckern einen 
neuartigen Forschungsansatz dar. Der Vorteil dieser Methode ist die native 
Anbindung der glykosylierten Matrixproteine über deren Zuckerketten. Dadurch 
wird das Zellerkennungssubstrat keinen denaturierenden Bedingungen 
ausgesetzt. Dieser Vorteil konnte bei den ersten Zellversuchen mit Maus- und 
humanen Fibroblasten noch nicht detektiert werden. Aber beim Arbeiten mit 
komplexeren Zelltypen könnte sich dies positiv auswirken. Des Weiteren 
könnten in zukünftigen Arbeiten mit humanen Galektinen weitere zellspezifische 
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Signale in die biohybriden Oberflächen eingebaut werden. Ebenso sind die 
ECM-Protein-His6CGL2-Poly-LacNAc-PEG-Sternschichten modellierbar, da nur 
der Zucker kovalent an die Oberfläche gebunden ist.  
Dementsprechend besitzen diese innovativen artifiziellen extrazellulären 
Matrizes ein großes Potential für die zukünftige Biomaterialforschung. 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Das Ziel des Dissertationsvorhabens „PEG-gebundene Oligosaccharide als 
biomolekulare Erkennungstrukturen“ konnte erfolgreich erreicht werden. 
Innerhalb dieser Arbeit war es möglich eine artifizielle extrazelluläre Matrix 
ausgehend von immobilisierten Poly-LacNAc-Strukturen auf PEG-
Sternhydrogelen effizient aufzubauen. 
Zunächst mussten dafür chemisch modifizierte Zucker produziert werden, die 
sowohl eine selektive Immobilisierung als auch eine effektive enzymatische 
Poly-LacNAc-Synthese ermöglichten. Das β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc stellte 
sich dabei als ideales Substrat für die biokatalytischen Umsätze heraus. Das 
Akzeptorglykosid war aufgrund seines Linkers durch die HPLC quantifizierbar 
und durch C18-Säulen effizient aufzureinigen. Die rekombinante His6-
Propeptid-catβ4GalT-1 konnte das hydrophobe GlcNAc optimal umsetzen und 
zeigte damit den positiven Einfluss eines Fusionsproteins auf die 
biokatalytischen Eigenschaften der humanen β4GalT-1. Die effiziente Poly-
LacNAc-Synthese konnte in Kombination mit der β3GlcNAcT von Helicobacter 
pylori durchgeführt werden. Dabei wurden nicht nur spezifische Oligosaccharide, 
sondern auch eine heterogene, aber definierte Mischung von Poly-LacNAc-
Strukturen produziert. Die enzymatischen Syntheseprozesse wurden detailliert 
kinetisch untersucht. In einem weiteren Schritt konnte die erfolgreiche 
Produktion von modifizierten Poly-LacNAc-Strukturen, wie Galili-Epitope, Sialyl- 
und sulfatierte LacNAc-Strukturen, etabliert werden. 
Für die Analyse und Bindung der produzierten Poly-LacNAc-Strukturen wurde 
neben den kommerziellen pflanzlichen Lektinen auch das pilzliche Galektin 
CGL2 als Modellgalektin verwendet. Dieses wurde für eine effiziente 
Aufreinigung und für eine spezifische Detektion mit einem N-terminalen His6-
Tag versehen und rekombinant in E. coli produziert. Innerhalb der neu 
etablierten Mikrotiterplatten-Testsysteme konnte nicht nur die optimale 
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Zuckerbindungsstruktur des Galektins His6CGL2 bestimmt werden, sondern 
auch die weitere Bindung der ECM-Proteine Laminin und Fibronektin an eine 
optimierte Schicht nachgewiesen werden. Dabei stellte sich die definierte 
heterogene Poly-LacNAc-Mischung mit einer Zusammensetzung aus 
überwiegend Di- bis Tetra-LacNAc-Strukturen als optimaler Ligand heraus, der 
bisher für Untersuchungen in der glykobiologischen Forschung vernachlässigt 
wurde.  
Diese Ergebnisse konnten auf die Funktionalisierung von PEG-Sternhydrogelen 
übertragen werden. Das Mikrokontaktstempeln mit komplexen Zuckerstrukturen 
konnte etabliert und optimiert werden. Ausgehend von immobilisierten Poly-
LacNAc-Strukturen wurde eine artifizielle Matrix mit Kollagen IV aufgebaut. 
Dabei konnte dieser Aufbau sowohl mit quervernetzendem multivalenten 
Galektin His6CGL2 als auch ohne etabliert werden. Die ersten Zellversuche mit 
der Mausfibroblasten Zelllinie L929 und humanen Fibroblasten zeigten das 
enorme Anwendungspotential dieser Oberflächen für die Biomaterialforschung. 
Die Zellen konnten sehr gut auf den biomimetischen Schichten adhärieren und 
proliferieren. 
Zusammenfassend bleibt zu betonen, dass in dieser Arbeit zum ersten Mal die 
native Bindung von komplexen glykosylierten extrazellulären Matrixproteinen 
über die Multivalenz der Galektine an eine mikrostrukturierte Poly-LacNAc-
PEG-Sternschicht gezeigt werden konnte. Dabei ist vor allem die etablierte 
effiziente chemische Synthese des modifizierten Akzeptorsubstrats GlcNAc als 
auch die einfach durchzuführende und effektive Synthese einer heterogenen, 
aber definierten Poly-LacNAc-Mischung durch den kombinierten Einsatz der 
β4GalT und β3GlcNAcT hervorzuheben. Diese Mischung scheint am ehesten 
die natürliche Situation zu imitieren und die Galektinbindung hoch-affin zu 
vermitteln. Zukünftige Arbeiten mit komplex verzweigten Zuckerstrukturen, mit 
humanen Galektinen und mit weiteren Zelltypen können weitere neuartige 
Impulse für die Biomaterialforschung hervorbringen. 
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MATERIAL UND METHODEN 
5.1 Chemische Synthese von modifizierten Glykosiden 
5.1.1 Chemische Synthese von Laktosylamin [2] 
Die chemische Synthese von Laktosylamin [2] wurde ausgehend von Laktose [1] 
durchgeführt (Lubineau et al., 1995) (Abbildung 90). 
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Abbildung 90: Synthese von Laktosylamin nach Lubineau et al. (Lubineau et al., 1995) 
 
Für die Synthese von Laktosylamin nach Lubineau et al. (Lubineau et al., 1995) 
wurde zu einer wässrigen Lösung aus Laktose und Ammoniumcarbonat 
Ammoniak im Überschuss gegeben. Nach 36-stündiger Erhitzung erhielt man 
das kristalline Produkt durch Evaporation und Lyophilisation. Dimerisierung 
durch zu hohe Temperaturen oder Rückreaktion durch Wasser konnten zu den 
Nebenprodukten Laktosyl-Carbamat [3] und dimerisiertes Laktosylamin [4] 
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führen. Das kristalline Produkt [2] wurde durch 1H- und 13C-NMR charakterisiert. 
Aufgrund von Nebenprodukten ist eine Aussage über Ausbeuten und Reinheit 
nicht möglich. 
 
5.1.2 Chemische Synthese des β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] 
Die chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] wurde analog 
zur Abbildung 91 in Kooperation mit Prof. Dr. Vladimir Kren in Prag 
durchgeführt. 
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Abbildung 91: Chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc 
 
Die Synthese des C1-modifizierten Zuckers startete mit der Synthese des 
„Hortons Chloride“. Dafür wurden 5 g [5] mit 10 ml Essigsäurechlorid und 20 ml 
Dichlormethan in einem 1-L-Rundkolben unter Rückflusskühlung bei 
Raumtemperatur gerührt. Die Reaktion wurde durch DC (Kieselgel60 F254, 
mobile Phase Petrolether 1 : 2 Ethylacetat) verfolgt. Nach Verbrauch des 
Eduktes [5] wurde der Reaktionsansatz durch Zweiphasenextraktion 
aufgearbeitet. Dafür wurde der gesamte Batchansatz in 200 ml Eiswasser 
geschüttet und mit 100 ml gesättigtem NaHCO3 versetzt. Nach Dekantierung 
und Zugabe von Dichlormethan wurde die organische Phase extrahiert. Die 
wässrige Phase wurde noch einmal mit Dichlormethan gewaschen. Die 
gesammelte extrahierte organische Phase wurde noch einmal zur weiteren 
Aufreinigung mit Eiswasser  und gesättigtem NaHCO3 gewaschen. 
Abschließend wurde der Pool mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und 
evaporiert. Das erhaltene sirupartige Endprodukt wurde zur Kristallisation mit 
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Diethylether versetzt. Das weiße Produkt [6] konnte mit einer Ausbeute von 
~50% isoliert werden. 
Für die weitere Aktivierung des C1 wurden 10,64 g KSCN (54,8 mmol), 18,6 g 
Bu4NSO4 (27,4 mmol), 20 g Molekularsiebe (4 Å) und 300 ml dest. Acetonitril für 
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur unter Rückflusskühlung gerührt. 
Anschließend wurden 20 g [6] hinzugefügt und der Reaktionsansatz auf 85°C 
erhitzt. Die Reaktion wurde mittels DC (Kieselgel60 F254, mobile Phase 
Petrolether 2 : 1 Ethylacetat) verfolgt. Nach Verbrauch des Eduktes [6] wurde 
der Reaktionsansatz gefiltert und der Rückstand noch einmal mit Dichlormethan 
gewaschen. Anschließend wurden die organischen Lösungsmittel durch 
Evaporation entfernt. Das Produkt wurde durch eine Säulenchromatographie 
mit Kieselgel60 und Petrolether 2 : 1 Ethylacetat als mobile Phase aufgereinigt. 
Nach Evaporation der gesammelten Produktfraktionen erhielt man 6,5 g [7]. 
Das entsprach einer Ausbeute von nur ~30% wegen des Auftretens von 
Nebenprodukten und wegen der aufwendigen Aufreinigung. 
Für die Herstellung des Linkermoleküls [21] wurden 40 g Ethan-1,2-Diamin [20] 
in 800 ml Dioxan und 48 g Boc-Anhydrid in 200 ml Dioxan separat gelöst. 
Anschließend wurde das Boc-Anhydrid tropfenweise über 6 Stunden zu der 
eisgekühlten Ethan-1,2-Diaminlösung zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 
bei Raumtemperatur über Nacht weitergerührt. Nach Abfiltration von 
ausgefallenem Di-tert-Butylethyldicarbamat erfolgte die Evaporation des 
Dioxans. Für die Aufreinigung wurde der Syntheseansatz in 100 ml Wasser 
resuspendiert und dreimal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Nach 
Trocknung der gesammelten organischen Phasen mit Natriumsulfat erfolgte 
eine erneute Filtration. Nach Evaporation erhielt man eine hochviskose, 
farblose Produktlösung mit einer Ausbeute von ~99%. 
Die Synthese von [22] erfolgte in einem 50-ml-Rundkolben. Dafür wurden 2 g [7] 
mit 0,91 g [21] in 100 ml dest. Acetonitril gemischt. Nach 16 Stunden Rühren 
bei Raumtemperatur wurde die Synthese durch DC (Kieselgel60 F254, mobile 
Phase Chloroform 4 : 1 Aceton) kontrolliert. Nach komplettem Umsatz von [7] 
wurde der Reaktionsansatz evaporiert. Eine Säulenchromatographie mit 
Kieselgel60 und der mobilen Phase Chloroform 4 : 1 Aceton führte zum 
aufgereinigten Produkt. Die Ausbeute betrug 87%. 
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Abschließend wurde eine Deacetylierung von [22] durchgeführt. Dafür wurde 
das Edukt mit ausreichender Menge an CH3ONa/ CH3OH für eine halbe Stunde 
gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Methanol äquilibriertem 
DOWEX 50 WX-200 gestoppt und durch DC (Kieselgel60 F254, mobile Phase 
Chloroform 4 : 1 Aceton oder alternativ Isopropanol 7 : 2 Wasser : 1 25% 
Ammoniak) analysiert. Nach Entfernung des Ionenaustauschers durch Filtration 
konnte das Produkt durch Evaporation mit anschließender Gefriertrocknung mit 
einer Ausbeute von 90% gewonnen werden.  
Damit konnte das finale Produkt [23] mit einer Gesamtausbeute von ~ 12% 
hergestellt werden. 
 
5.1.3 Chemische Synthese des β-D-GlcNAc-Linker-Azid [11] 
Die chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-Azid [11] wurde analog zur 
Abbildung 92 in Kooperation mit Prof. Dr. Vladimir Kren in Prag durchgeführt. 
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Abbildung 92: Chemische Synthese von β-D-GlcNAc-Linker-Azid 
 
Die chemische Synthese von [11] wurde analog zur Synthese von [23] gestartet. 
Das Produkt [7] wurde nur mit einem anderen Linkermolekül umgesetzt. Für die 
Synthese des Azid-funktionaliserten Aminolinkers wurden 2 g 2-Bromethanamin 
[8] und 1,9 g Natriumazid in Wasser gelöst und für 18 h bei 80°C erhitzt. Nach 
Einreduzierung des Reaktionsvolumens auf 5 ml wurde dieser in ein Eisbad mit 
100 ml Ether gegeben. Anschließend wurde noch 8 g KOH zugegeben und 
gemischt. Die Aufreinigung erfolgte durch Extraktion der organischen Phase mit 
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mehrmaligem Waschen der wässrigen Phase. Nach Evaporation des Ethers 
erhielt man das flüssige, gelbliche Produkt [9] mit einer Ausbeute von 38%. 
Für die Synthese von [10] wurden 0,16 g [9] und 0,9 g [7] in 10 ml dest. 
Acetonitril und 0,5 ml N-Ethyldiisopropylamin gerührt. Nach Über-Nacht-
Inkubation wurde die Reaktion durch DC (Kieselgel60 F254, mobile Phase 
Chloroform 3 : 1 Aceton) kontrolliert. Der Syntheseansatz wurde evaporiert. 
Anschließend erfolgte die Aufreinigung über eine Säulenchromatographie mit 
Kieselgel60 und der mobilen Phase Chloroform 10 : 1 Aceton. Nach Evaporation 
der zusammengeführten Produktfraktionen erhielt man das Produkt [10] mit 
einer 74%-igen Ausbeute, dessen Identität durch 1H- and 13C-NMR bestätigt 
wurde. Die abschließende Deacetylierung erfolgte analog zur Synthese von [23]. 
Die Gesamtausbeute der Synthese von [11] betrug demnach ~8 %. 
 
 
5.2 Analytik 
5.2.1 Analytik der Zuckerstrukturen 
5.2.1.1 Dünnschichtchromatographische Methoden 
Für die schnelle qualitative Analytik diverser chemischer und enzymatischer 
Syntheseansätze, Entschützungen und Aminofunktionalisierungen wurden 
dünnschichtchromatographische Methoden gewählt. Hierbei wurde immer mit 
Kieselgel60 F254-Platten gearbeitet, die auf eine Größe von 5 cm x 10 cm 
zurechtgeschnitten wurden. Tabelle 11 zeigt die als mobile Phase verwendeten 
Laufmittel. 
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Tabelle 11: Mobile Phasen der DC-Analytik und ihre Anwendungen 
Mobile Phase Zucker Rf-Wert  
[-] 
Petrolether : Ethylactat 
1:2 
β-D-GlcNAc [5] 
Produkt [6] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
0,00 
0,46 
Petrolether : Ethylactat 
2:1 
Produkt [6]  chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
Produkt [7] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
0,32 
 
0,17 
Chloroform : Aceton 
4:1 
Produkt [7] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
Produkt [22] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
0,40 
 
0,30 
 Produkt [10] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
Azid 
0,20 
Isopropanol : Wasser : 
25%iges Ammoniak 
7:2:1 
Produkt [22] chem. Synthese β-D-GlcNAc-Linker-
NH2-tBoc 
Produkt [23] (β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
0,95 
 
0,80 
 LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] 0,64 
 Produkt [11] (β-D-GlcNAc-Linker-Azid) 0,67 
 pNP-β-D-GlcNAc [12] 0,67 
 pNP-LacNAc [14] 0,57 
Acetonitril : 0.1 M 
Ammoniumchlorid 
3:1 
Laktose [1] 
Laktosylamin [2] 
0,49 
0,20 
 β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] 0,72 
 β-D-GlcNAc-Linker-NH2 [33] 0,40 
 LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] 0,66 
 LacNAc-Linker-NH2 [34] 0,25 
 Trisaccharid-Linker-NH2 [36] 0,18 
 Tetrasaccharid-Linker-NH2 [37] 0,14 
 Pentasaccharid-Linker-NH2 [38] 0,11 
 Hexasaccharid-Linker-NH2 [39] 0,05 
Dichlormethan : 
Methanol : Ethanol : 
Wasser 
8 : 4 : 1 : 0,8 
pNP-β-D-Gal [13] 
pAP-β-D-Gal [19] 
0,80 
0,66 
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Mobile Phase Zucker Rf-Wert  
[-] 
Ethylacetat : Methanol : 
Wasser : Essigsäure 
4 : 2 : 1 : 0,1 
LacNAc-FCHASE 
Sialyl-LacNAc-FCHASE 
0,71 
0,64 
Ethylacetat : Methanol : 
Wasser : Essigsäure 
7 : 2 : 1 : 0,1 
GlcNAc-FCHASE 
LacNAc-FCHASE 
0,80 
0,45 
 
Nach Abschluss der Chromatographie wurden die Platten getrocknet. Die 
Analyse erfolgte unter UV-Licht, Fluoreszenzdetektor bzw. durch Verkohlen 
nach einem 5%-igen H2SO4/ Ethanol Tauchbad. 
 
5.2.1.2 Kapillarelektrophoretische Analysemethoden 
In dieser Arbeit wurde an der CE-Anlage P/ACE MDQ von Beckman-Coulter® 
mit einer 50 µm x 5 cm Quarzkapillare mit zwei verschiedenen Puffersystemen 
gearbeitet (Tabelle 12). 
Tabelle 12: Puffersysteme der CE-Analytik mit entsprechenden Zuckeranalyten 
Puffersystem Zucker Retentionszeit 
[min] 
20 mM Na2B4O7 
50 mM SDS 
pH 9,4 
25 kV 
β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23]
LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24]
Sialyl-LacNAc-Linker-NH2-tBoc [30]
Trisaccharid-Linker-NH2-tBoc [25] 
Tetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [26]
5,95 
5,45 
5,25 
5,75 
5,55 
20 mM Na2B4O7 
pH 9,4 
25 kV 
Tetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [26]
Sialyltetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [31]
Pentasaccharid-Linker-NH2-tBoc [27] 
Hexasaccharid-Linker-NH2-tBoc [28]
4,20 
4,55 
4,08 
4,17 
 
Die zu analysierenden, abgestoppten Syntheseansätze wurden in den 
Messbereich von 200-500 µM Akzeptorsubstrat verdünnt und 5 sec lang bei 0,5 
psi injiziert. Die Detektion erfolgte über eine UV-Lampe bei 254 nm bei 25°C 
und einer angelegten Spannung von 25 kV für 10 min. 
 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
166 
5.2.1.3 Zuckeranalytik mit Hilfe der HPLC 
Die Analyse der Syntheseansätze mit den C1-modifizierten Akzeptorsubstraten 
erfolgte über eine HPLC-Anlage der Firma Dionex mit einer Pumpe der Firma 
Gynkotek und Dionex. Für die Probeneinspritzung wurde der automatische 
Probengeber ASI-100 (Dionex) verwendet. Die Separation der Saccharide 
erfolgte durch die Säule LiChrospher® 100 RP-18 (LiChroCart, Merck) mit 
einem Gradienten von 11% bis 50% Acetonitril in 30 min oder isokratisch mit 
15% Acetonitril in 45 min. Das Probeneinspritzvolumen betrug 20 µl. Die 
Analyse erfolgte bei einem Fluss von 0,5 ml/ min und UV-Detektion bei 205 nm 
und 254 nm. Dabei war die Retentionszeit der hydrophoben Zucker kürzer mit 
zunehmender Anzahl an verknüpften Pyranoseeinheiten. 
 
5.2.1.4 NMR-Messungen 
Die NMR-Messungen wurden in Prag an der Akademie der Wissenschaften 
durchgeführt. Die NMR-Spektren wurden durch ein Varian UNITYInova-400 
MHz Spektrometer (399,90 MHz für 1H, 100,55MHz für 13C) in D2O (99,95% D, 
Chemtrade) bei 30°C aufgenommen. Der Messvorgang basierte auf COSY, 
HMQC, HMBC und verschiedenen NOE Experimenten durchgeführt mit der 
Hersteller-Software. Dabei wurde Aceton (δH 2.030 ppm, δC 30.5 ppm) als 
interner Standard genutzt. 
 
5.2.1.5 Massenspektrometrische Methoden 
Die synthetisierten Zucker wurden auf verschiedene Weise 
massenspektrometrisch untersucht. Die Analyse der präparativ synthetisierten 
Zucker-Linker-NH2-tBoc erfolgte mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer 
BIFLEX (Bruker-Franzen, Bremen, Deutschland) ausgestattet mit einem 
Stickstofflaser (im Labor von Dr. V. Kren). Die Ionen-Beschleunigungsspannung 
betrug 19 kV, die Reflekton Spannung wurde auf 20 kV eingestellt. Die MALDI-
Matrix bestand aus einer gesättigten α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure oder 2,5-
Dihydroxybenzoesäure in 50 % MeCN und 0.3 % Essigsäure. 1 µl der zu 
untersuchenden Probe wurde mit 1 µl Matrixlösung gemischt und anschließend 
auf dem Target bei mäßigen Temperaturen trocknen gelassen. Die Kalibrierung 
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der Spektra erfolgte extern mit dem monoisotopischen [M+H]+ Ion des 
Matrixpeaks 379,1 m/z und des Angiotensin I 1296,7 m/z. 
Die sialylierten Zucker-Linker-NH2-tBoc-Derivate wurden mit einem Perkin-
Elmer Biosystems (Fragmingham, MA) Elite-STR MALDI-TOF Instrument 
analysiert (im Labor von Dr. W. W. Wakarchuk). Dabei wurden 2 µg 
Oligosaccharid mit der Matrixlösung bestehend aus einer gesättigten 2,5-
Dihydroxybenzoesäure gemischt. Die Messung der positiven und negativen 
Massenspektra erfolgte mit Hilfe des Reflektormodus. 
Ein Teil der synthetisierten β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc- und β-D-GlcNAc-
Linker-NH2-Derivate wurde mit Hilfe der HPLC-ESI-MS-Anlage analysiert. Die 
Auftrennung der Zucker erfolgte durch die Säule LiChrospher® 100 RP-18 mit 
isokratischer Elution mit 15% Acetonitril in 45 min. Die Proben wurden auf    
0,05 mM mit Wasser verdünnt. Das Probeneinspritzvolumen betrug 20 µl, die 
Analyse erfolgte bei einem Fluss von 0,5 ml/ min und UV-Detektion bei 205 nm 
und 254 nm bei Raumtemperatur. Der angeschlossene ESI-MS Detektor wurde 
entweder im positiven Modus (amino-terminale Zucker) oder im negativen 
Modus (tBoc-geschützte Zucker) betrieben. Die Temperatur war auf 400°C bei 
einer Cone-Spannung von 50-200V eingestellt. Sowohl weite Messbereiche als 
auch spezifische Massen konnten durch die Verwendung von verschiedenen 
Messparametern analysiert werden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der 
Chromeleon 6.0 Software. 
 
5.2.2 Proteinchemische Analytik 
5.2.2.1 Proteingehaltsbestimmung 
Bei Proteingehaltsbestimmungen wurden zwei verschiedene Methoden genutzt. 
Zum einen erfolgte die Analyse mit Hilfe des BCATM Protein Assay Kit von 
Pierce entsprechend dem vorgeschriebenen Protokoll. Alternativ wurden die 
Proben mit der Proteingehaltsbestimmung nach Bradford untersucht. Dabei 
verschiebt sich abhängig vom Gehalt der positiv geladenen Proteine des 
Ansatzes das Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomassie Brillant Blau G-
250 von 465 nm nach 595 nm. Durch eine fotometrische Messung wird die 
Änderung der Absorption verfolgt und durch Vergleich mit einer Eichgeraden 
von Rinderserum-Albumin quantifiziert. Für die Messung im 
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Mikrotiterplattenfotometer wurden die Proben mit Bradford-Reagenz (100 mg 
Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml Ethanol, 100 ml 85%-ige Phosphorsäure 
ad 1 L Wasser) 1 : 10 verdünnt und 6 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 
 
5.2.2.2 SDS-PAGE/ Western Blot 
Alle SDS-PAGE wurden als diskontinuierliche Laemmli-Systeme mit Tris-
Glycin-Puffern durchgeführt. Die Gele wurden in Einweg-Gelkartuschen als 
zusammengesetzte Acrylamidgele gegossen, bestehend aus 4%igen Sammel- 
und verschieden konzentrierten Trenngelen – 10%-ig bis 18%ig, abhängig von 
der Größe des zu analysierenden Proteins (Tabelle 13). 
Tabelle 13: Herstellung der SDS-Gele 
Lösungen 4%-iges 
Sammelgel 
10% iges  
Trenngel 
18%-iges  
Trenngel 
30% Acrylamid 1,7 ml 8,3 ml 15 ml 
1 M Tris/ HCl, pH 8,8 - 9,4 ml 9,4 ml 
0.375 M Tris/ HCl, pH 6,8 4,2 ml - - 
10 %-ige SDS-Lösung 125 µl 250 µl 250 µl 
50%-ige Saccharose-
Lösung 
- 4 ml - 
Wasser 5,6 ml 2,5 ml - 
TEMED 5 µl 6,25 µl 6,25 µl 
50 mg/ ml APS-Lösung 1 ml 625 µl 625 µl 
 
Die Probenvorbereitung bestand aus der Mischung von 40 µg Protein in 26 µl 
Wasser mit 4 µl 0.5 M DTT und 10 µl 4x NuPAGE®-Probenpuffer und einer 
zehnminütigen Inkubation bei 70°C. Zusammen mit dem Größenstandard 
PageRuler® Prestained Protein Leiter von Fermentas® erfolgte die 
Probenauftragung. Die Elektrophoresebedingungen waren 200 V für etwa       
60 min in 25 mM Tris, 129 mM Glycin, 0,1 % SDS. Anschließend wurden die 
Gele mit Coomassie-Blue gefärbt oder für Western Blots weiterverwendet. Für 
die Coomassie-Färbung wurden die Gele zunächst dreimal mit Wasser 
gewaschen, 30 min in Coomassie-Färbelösung (0,25 g Coomassie Blue R-250, 
100 ml Ethanol, 25 ml konz. Essigsäure, 125 ml Wasser) inkubiert und 
anschließend über Nacht in 0,5 M NaCl entfärbt. Die Analyse der His6-Tag 
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markierten Proteine erfolgte in dieser Arbeit auch durch einen Western 
Immuno-Blot. Beim Blotten auf PVDF-Membranen wurde nach dem Protokoll 
von NuPAGE® Western Transfer verfahren mithilfe des XCell Systems mit dem 
XCell II™ Blot Modules von Invitrogen®. Die Blotbedingungen waren 30 V für 
1,5 h. Anschließend wurde die Membran für 1 h in einer Blockinglösung (4% 
BSA in TBS-Puffer [10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5]) auf dem 
Horizontalschüttler inkubiert, um unspezifische Bindungen zu unterdrücken. Die 
Bindung der monoklonalen Anti-His6-Antikörper (Roche®) erfolgte während 
einer Stunde Inkubation in der Antikörperlösung (0,2% Anti-His6-Peroxidase in 
TBS-Puffer mit 1% BSA). Nicht gebundene Antikörper konnte durch dreimal 
fünfminütiges Waschen mit 0,1 % Tween in TBS entfernt werden. Die 
Überschichtung der Membran mit einer DAB-Lösung (DAB-Substrat 1:10 in 
Peroxidpuffer, Roche®) hatte einen deutlich gefärbten Niederschlag an den 
His6-Tag-haltigen Proteinbanden zur Folge. Durch Wasser wurde die Reaktion 
abgestoppt und der Blot anschließend eingescannt. 
 
 
5.2.3 Biochemische Analytik 
5.2.3.1 Enzymaktivitätstests 
5.2.3.1.1 Enzymaktivitätstest der Sucrose Synthase (SuSy) 
Die Bestimmung der Enzymaktivität der SuSy 1 erfolgte analog dem 
Fotometertest nach Barratt et al. (Barratt et al., 2001). Da für die LacNAc-
Synthese mit Rezyklierung des Donorsubstrates nur die Spaltaktivität des 
Enzyms im Fokus stand, wurde die Syntheseaktivität vernachlässigt und nicht 
gemessen (Abbildung 93). 
Saccharose + UDP UDP-Glukose + Fruktose
Fruktose + ATP Fruktose-6-Phosphat + ADP
Fruktose-6-Phosphat Glukose-6-Phosphat
Glukose-6-Phosphat + NAD+ Glukonat-6-Phosphat + NADH + H+
SuSy
Glukose-6-Phosphat-Isomerase
Hexokinase
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
 
Abbildung 93: Aktivitätstest der SuSy 1 
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Für die Messung wurde folgender Ansatz entsprechend Tabelle 14 vorbereitet. 
Tabelle 14: Messansatz für den Fotometeraktivitätstest der SuSy 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 250 µl 
Testansatz 
12,50 1 M HEPES-NaOH, pH 7,6 50,0 mM 
25,00 10 mM MgCl2 1,0 mM 
25,00 5 mM ATP 0,5 mM 
25,00 5 mM NAD+ 0,5 mM 
1,25 1,5 U/µl Hexokinase 1,90 U 
1,25 1 U/µl Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase 1,25 U 
1,30 0,7 U/µl Phospho-Glukose-Isomerase 0,9 U 
31,25 2 M Saccharose 250,0 mM 
12,50 20 mM UDP 1,0 mM 
14,95 Wasser  
150,00   
 
Nach Zugabe von 100 µl Enzymprobe zu 150 µl Prämix-Lösung in einer 
Mikrotiterplatte wurde die Messung bei 340 nm für 15 min bei 30°C gestartet. 
Als Bezugswert dienten 250 µl Wasser. Anhand der Steigung konnte die 
Enzymaktivität berechnet werden (Gleichung 1). 
Gleichung 1: Aktivitätsberechnung bei kontinuierlichen Fotometeraktivitätstests 
∆E340 nm/ ∆t                 : Steigung der Extinktionsmessung [min-1]
X                                 : Volumen des Messansatzes [ml]
F                                  : Verdünnungsfaktor [-]
d                                  : Schichtdicke [cm]
x                                  : Volumen der Enzymprobe [ml]
: Extinktionskoeffizient von NADH + H+ bei 340 nm [ml  µmol-1 cm-1]
 
 
1 U SuSy 1 entspricht der Enzymmenge, die 1 µmol Fruktose pro min bei 30°C 
bildet. 
 
 
 
 
171 
5.2.3.1.2 Enzymaktivitätstest der UDP-Glukose 4´-Epimerase 
Die Bestimmung der Enzymaktivität der rekombinanten UDP-Glukose 4´-
Epimerasen erfolgte durch einen kontinuierlichen Fotometeraktivitätstest 
(Abbildung 94) 
UDP-Galaktose UDP-Glukose
UDP-Glukose + 2 NAD+ UDP-Glukuronsäure + 2 NADH + 2 H+
UDP-Galaktose 4´-Epimerase
UDP-Glukose-Dehydrogenase
 
Abbildung 94: Reaktionsschema des Fotometeraktivitätstests für UDP-Glukose 4´-
Epimerasen  
 
Die Messung bei 340 nm und 30°C startete mit Zugabe von 25 µl Enzymprobe 
zu     225 µl Messansatz (Tabelle 15). 
Tabelle 15: Messansatz für den kontinuierlichen Aktivitätstest der UDP-Glukose 4´-
Epimerasen 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 250 µl 
Testansatz 
25 1 U/ml UDP-Glukose-Dehydrogenase 50,0 mU 
25 0,5 M Tris-HCl, pH 8,7 50,0 mM 
25 5 mM NAD+ 0,5 mM 
25 5 mM UDP-Galaktose 0,5 mM 
125 Wasser  
225   
 
Anhand der Anfangssteigung konnte die Aktivität analog zur Gleichung 1 
berechnet werden. Allerdings musste dabei berücksichtigt werden, dass pro 
Molekül UDP-Glukose zwei Moleküle NAD+ umgesetzt wurden. 1 Unit UDP-
Glukose 4´-Epimerase entspricht demnach dem Umsatz von 1 µmol UDP-
Glukose pro min bei 30°C. 
 
5.2.3.1.3 Enzymaktivitätstest der β1-4-Galaktosyltransferase 
Die Messung der Enzymaktivität der β4GalTs erfolgte durch einen 
kontinuierlichen und einen diskontinuierlichen Aktivitätstest. Der kontinuierliche 
Fotometeraktivitätstest beruhte auf der Umsetzung des Nebenproduktes UDP 
durch die Pyruvatkinase und Laktat-Dehydrogenase (Abbildung 95). 
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UDP-Galaktose + Akzeptor LacNAc-Derivat + UDP
UDP + Phosphoenolpyruvat Pyruvat + UTP
Pyruvat + NADH + H+ Laktat + NAD+
β4GalT
Laktat-Dehydrogenase
Pyruvatkinase
 
Abbildung 95: Kontinuierlicher Aktivitätstest der β4GalT 
 
Die Messung erfolgte im Mikrotiterplattenfotometer bei 340 nm und 30°C durch 
Zugabe von 100 µl Enzymprobe zu 150 µl Messansatz (Tabelle 16). 
Tabelle 16: Messansatz für den kontinuierlichen Aktivitätstest für β4GalTs 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 250 µl 
Testansatz 
25,0 1 M HEPES-NaOH, pH 8,0 100,00 mM 
25,0 0,2 M KCl 20,00 mM 
2,5 0,2 M K2HPO4 2,00 mM 
2,5 0,4 M MgCl2 4,00 mM 
2,5 0,1 M Phosphoenolpyruvat 1,00 mM 
25,0 2,5 mM NADH + H+ 0,25 mM 
25,0 10 mM Akzeptor 1,00 mM 
25,0 10 mM UDP-Galaktose 1,00 mM 
5,0 1 U/µl Pyruvatkinase  5 U 
5,0 1 U/µl Laktatdehydrogenase 5 U 
7,5 100 mM MnCl2 3,00 mM 
150,00   
 
Als Negativkontrollen wurden Ansätze ohne Donorsubstrat gemessen. Als 
Referenzwert dienten 250 µl Wasser. Die Aktivität konnte aus der 
Anfangssteigung analog zur Gleichung 1 bestimmt werden. Hierbei entspricht 1 
U β4GalT der Synthese von 1 µmol UDP pro min und ml bei 30°C. 
Für den diskontinuierlichen Aktivitätstest wurden Testansätze gemäß Tabelle 
17 zusammenpipettiert und bei 30°C inkubiert. 
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Tabelle 17: Reaktionsansatz des diskontinuierlichen Aktivitätstest der β4GalT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 50 µl 
Testansatz 
5 500 mM HEPES-NaOH, pH 8.0 50 mM 
25 2-10 mM Akzeptorsubstrat 1-10 mM 
5 10-100 mM UDP-Galaktose 1-10 mM 
5 10 mM MnCl2 1 mM 
10 Enzymprobe  
50  
 
Für eine schnelle qualitative Analyse wurde die Analytik über DC mit FCHASE-, 
pNP- oder Zucker-Linker-NH2-tBoc-Derivaten genutzt. Für eine quantitative 
Analytik wurden pNP-Zucker und Zucker-Linker-NH2-tBoc als Akzeptorsubstrate 
genutzt. Dabei wurden nach Abstoppen der Reaktion durch fünfminütige 
Inkubation bei 95°C die Proben 20 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die 
Analyse der Proben erfolgte durch HPLC oder CE. Die Aktivität der Enzyme 
konnte anhand der Produktbildung bestimmt werden (Gleichung 2). 
Gleichung 2: Aktivitätsberechnung bei diskontinuierlichen Aktivitätstests 
cAkzeptor                        : Konzentration des eingesetzten Akzeptorsubstrates [mmol]
Uproz.                            : Produktumsatz [%]
X                                  : Gesamtvolumen Reaktionsansatz [ml]
t                                   : Inkubationszeit [min]
x                                  : Volumen der Enzymprobe [ml]
 
Dabei enstpricht 1 U β4GalT der Synthese von 1 µmol LacNAc-Derivat pro min 
bei 30°C. 
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5.2.3.1.4 Enzymaktivitätstest der β1-3-N-Acetylglukosaminyl-
transferase 
Die Enzymaktivität der β3GlcNAcT wurde durch einen kontinuierlichen und 
einen diskontinuierlichen Aktivitätstest bestimmt. Der kontinuierliche 
Fotometeraktivitätstest erfolgte durch den Nachweis des Nebenproduktes UDP 
(Abbildung 96). 
UDP-GlcNAc + LacNAc-Derivat Trisaccharid + UDP
UDP + Phosphoenolpyruvat Pyruvat + UTP
Pyruvat + NADH + H+ Laktat + NAD+
β3GlcNAcT
Laktat-Dehydrogenase
Pyruvatkinase
 
Abbildung 96: Aktivitätstest der β3GlcNAcT 
 
Die Messung wurde durch Zugabe von 200 µl Messansatz (Tabelle 18) zu 50 µl 
Enzymprobe bei 340 nm und 30°C gestartet. 
Tabelle 18: Messansatz für den kontinuierlichen Aktivitätstest der β3GlcNAcT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 250 µl 
Testansatz 
25,0 1 M HEPES-NaOH pH 7,2, 250 mM KCl, 10 mM DTT 100,00 mM 
2,5 0,2 M K2HPO4 2,00 mM 
2,5 0,4 M MgCl2 4,00 mM 
2,5 0,1 M Phosphoenolpyruvat 1,00 mM 
25,0 2,5 mM NADH + H+ 0,25 mM 
125,0 4 mM Akzeptor 2,00 mM 
25,0 20 mM UDP-GlcNAc 2,00 mM 
5,0 1 U/µl Pyruvatkinase  5 U 
5,0 1 U/µl Laktatdehydrogenase 5 U 
5,0 100 mM MgCl2 3,00 mM 
200,00   
 
Die Aktivitätsbestimmung erfolgte analog zur Gleichung 1. Hierbei entspricht 1 
U β3GlcNAcT der Synthese von 1 µmol UDP pro min. 
Die Aktivitätsbestimmung im diskontinuierlichen System erfolgte anhand der 
Produktbildung. Entsprechende Reaktionsansätze wurden bei 30°C inkubiert 
(Tabelle 19). 
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Tabelle 19: Reaktionsansatz für den diskontinuierlichen Aktivitätstest der β3GlcNAcT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 50 µl 
Testansatz 
1 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, pH 7,2 20 mM 
1 100 mM MgCl2 2 mM 
5 10 mM UDP-GlcNAc 1 mM 
30 1,6 mM Akzeptorsubstrat 1 mM 
1 1 U/µl alkalische Phosphatase 1 U 
12 Enzymprobe  
50   
 
Nach der Inkubation bei 30°C wurden die Reaktionsansätze durch fünfminütige 
Inkubation bei 95°C abgestoppt, zentrifugiert und durch HPLC oder CE 
analysiert. Die Aktivitätsberechnung erfolgte nach Gleichung 2. Dabei entspricht 
1 U β3GlcNAcT der Synthese von 1 µmol poly-LacNAc-Derivat pro min bei 
30°C. 
 
5.2.3.1.5 Enzymaktivitätstest der α1-3-Galaktosyltransferase 
Die Enzymaktivität der α3GalT wurde durch einen kontinuierlichen 
Fotometertest bestimmt (Abbildung 97). 
UDP-Galaktose + Akzeptor Galili-Epitop-Derivat + UDP
UDP + Phosphoenolpyruvat Pyruvat + UTP
Pyruvat + NADH + H+ Laktat + NAD+
α3GalT
Laktat-Dehydrogenase
Pyruvatkinase
 
Abbildung 97: Aktvitätstest der α3GalT 
 
Dafür wurde 150 µl vorbereiteter Messansatz (Tabelle 20) mit 100 µl 
Enzymprobe gemischt und die Messung der OD bei 340 nm und 30°C in der 
Mikrotiterplatte gestartet. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
176 
Tabelle 20 : Messansatz für den Aktivitätstest der α3GalT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 250 µl 
Testansatz 
25,0 1 M MES, pH 6,0 100,00 mM 
25,0 0,2 M KCl 20,00 mM 
2,5 0,2 M K2HPO4 2,00 mM 
2,5 0,4 M MgCl2 4,00 mM 
2,5 0,1 M Phosphoenolpyruvat 1,00 mM 
25,0 2,5 mM NADH + H+ 0,25 mM 
25,0 100 mM Laktose 10,00 mM 
25,0 20 mM UDP-Galaktose 2,00 mM 
5,0 1 U/µl Pyruvatkinase 5 U 
5,0 1 U/µl Laktatdehydrogenase 5 U 
7,5 100 mM MnCl2 3,00 mM 
150,00  
 
Die Aktivität konnte durch die Extinktionsmessung analog zur Gleichung 1 
bestimmt werden. Dabei entspricht 1 U α3GalT der Synthese von 1 µmol UDP 
pro min. 
 
5.2.3.1.6 Enzymaktivitätstest der Keratansulfat-Galaktose-6-
Sulfotransferase 
Zur Analyse der Aktivität der Sulfotransferase wurde ein kontinuierlicher 
Fotometertest in Anlehnung an den von Burkhart et al. entwickelten PAPS-
Regenerationszyklus etabliert (Burkart et al., 2000) (Abbildung 98). 
PAPS + Akzeptor sulfatierter Akzeptor + PAP
PAP Pi + 5´-AMP
5´-AMP + ATP 2 ADP
SulfoT
Myokinase
3´-Nucleotidase
2 ADP + 2 Phosphoenolpyruvat 2 Pyruvat + 2 ATP
2 Pyruvat + 2 NADH + 2 H+ 2 Laktat + 2 NAD+
Laktat-Dehydrogenase
Pyruvatkinase
 
Abbildung 98: Kontinuierlicher Aktivitätstest der SulfoT 
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Tabelle 21 zeigt das Pipettierschema des Testansatzes. In den Kontrollen 
wurde die Sulfotransferase bzw. Akzeptor oder Donor durch Wasser ersetzt. 
Die Messung der Absorption bei 340 nm erfolgte alle 30 sec bei 37°C. Die 
Gesamtmesszeit betrug 12 h. 
Tabelle 21: Reaktionsansatz zur Bestimmung der Aktivität der SulfoT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 250 µl 
Testansatz 
14,0 1 M Tris-HCl, pH 7,5 56,0 mM 
60,0 7,5 mM PAPS 1,8 mM 
5,0 125 mM PEP 2,5 mM 
3,0 1 M MgCl2  12,0 mM 
7,0 1 U/µl Pyruvatkinase 7,00 U 
2,5 0,1 U/µl Myokinase 0,25 U 
1,0 0,1 M ATP 4 µM 
7,5 40 mU/µl 3´-Nucleotidase 0,30 U 
5,0 1 M KCl 20,0 mM 
2,0 0,2 M K2HPO4 1,6 mM 
3,0 0,1 M MnCl2 1,2 mM 
5,0 125 mM NADH + H+ 2,5 mM 
5,0 10 U/µl Laktatdehydrogenase 50,00 U 
70,0 1,1-3,4 mM Akzeptorsaccharid  0,3 – 1 mM 
60,0 Enzymprobe  
250,0   
 
Durch die gemessene Extinktionssteigung konnte die volumetrische Aktivität 
analog zur Gleichung 1 berechnet werden. Der erhaltene Wert wurde durch den 
Faktor zwei dividiert, da für ein Mol umgesetztes PAPS zwei Mol ADP in der 
Enzymkaskade weiterreagierten. Hierbei entspricht 1 U SulfoT der Synthese 
von 1 µmol PAP pro min bei 37°C. 
 
5.2.3.1.7 Enzymaktivitätstest der α2-3-Sialyltransferase 
Die Aktivitäten der rekombinanten Sialyltransferasen wurden durch 
diskontinuierliche Aktivitätstests  durch die Sialysierung von geeigneten 
Akzeptorsubstraten bestimmt. Dafür wurde ein Testansatz wie in Tabelle 22 
beschrieben bei 30°C inkubiert. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
178 
Tabelle 22: Reaktionsansatz des Aktivitätstests für Sialyltransferasen 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 50 µl 
Testansatz 
1 500 mM Ammoniumacetat, pH 7,5 50 mM 
5 2 mM Akzeptorsubstrat 1 mM 
2 5 mM CMP-NeuAc 1 mM 
1 100 mM MgCl2 10 mM 
1 Enzymprobe 
10  
 
Für eine schnelle qualitative Analyse wurde FCHASE-LacNAc als 
Akzeptorsubstrat genutzt mit anschließender Analytik über DC. Für eine 
quantitative Analytik wurde mit Zucker-Linker-NH2-tBoc als Akzeptorsusbtrat 
gearbeitet. Dabei wurde die Inkubation durch Zugabe von 10 µl 50% Acetonitril, 
10 mM EDTA, 1% SDS abgestoppt. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C 
erfolgte die Analytik durch die CE. Die volumetrische Aktivität konnte analog zur 
Gleichung 2 bestimmt werden. Hierbei entspricht 1 U Sialyltransferase der 
Synthese von 1 µmol Sialyl-Zucker-Linker-NH2-tBoc pro min. 
 
5.2.3.2 Kinetikmessungen 
5.2.3.2.1 Kinetikmessungen mit der β1-4-Galaktosyltransferase 
Die Kinetikmessungen mit pNP-β-D-GlcNAc als Akzeptorsubstrat erfolgten mit 
Hilfe des diskontinuierlichen Aktivitätstests und anschließender HPLC-Analytik. 
Dafür wurde der Testansatz Tabelle 23 bei 30°C inkubiert. 
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Tabelle 23: Diskontinuierliche Kinetikmessung mit den rekombinanten β4GalTs 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 100 µl 
Testansatz 
50 - x Wasser  
10,0 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, pH 7,2 100 mM 
2,0 100 mM MnCl2 2 mM 
5,0 0-100 mM UDP-Galaktose 0-5 mM 
x 10 mM pNP-β-D-GlcNAc [12] 0-5 mM 
0,5 1 U/µl alkalische Phosphatase 0,5 U 
32,5 Enzympool  
100,0   
 
Hierbei wurde die Endkonzentration des Akzeptorsubstrates von 0 mM bis        
5 mM variiert bei konstanten 5 mM UDP-Galaktose. Bei den Messungen der 
verschiedenen Donorsubstratkonzentrationen von 0 mM bis 10 mM blieb die 
Akzeptorkonzentration bei 5 mM konstant. Nach Analyse der Proben durch 
HPLC erfolgte die Auswertung der Daten mit SigmaPlot 9.0. 
Die Kinetikmessungen mit den Zucker-Linker-NH2-tBoc wurden sowohl mit dem 
kontinuierlichen als auch mit dem diskontinuierlichen Messsystem durchgeführt. 
Die diskontinuierlichen Messungen erfolgten analog zur oben beschrieben 
Methode für pNP-Zucker mit anschließender HPLC- oder CE-Analytik. 
Kontinuierlich konnten auch die Kinetikdaten über den Fotometeraktivitätstest 
gewonnen werden. Es wurde mit denselben Endkonzentrationen an Donor- und 
Akzeptorsubstrat gearbeitet wie bei den diskontinuierlichen Tests. Die 
Auswertung der Daten erfolgte mit SigmaPlot 9.0. 
 
5.2.3.2.2 Kinetikmessungen mit der β1-3-N-Acetylglukosyminyl-
transferase 
Die Kinetikdaten für die β3GlcNAcT für das Akzeptorsubstrat pNP-LacNAc [14] 
wurden mit Hilfe des diskontinuierlichen Testsystems gewonnen (Tabelle 24). 
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Tabelle 24: Kinetikansatz für die Messungen mit der β3GlcNAcT und pNP-LacNAc [14] als 
Akzeptorsubstrat 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 50 µl 
Testansatz 
5 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, pH 7,2 100 mM 
1 100 mM MgCl2 2 mM 
5 0-50 mM UDP-GlcNAc 0-10 mM 
25 0-10 mM Akzeptorsubstrat 0-5 mM 
1 1 U/µl alkalische Phosphatase 1 U 
12 Enzymprobe  
50   
 
Hierbei wurde die Akzeptorsubstratkonzentration von 0 – 5 mM variiert bei 
konstanten 5 mM UDP-GlcNAc. Anschließend erfolgte die Variation der 
Donorkonzentration von 0 – 10 mM bei einer pNP-LacNAc-Konzentration von   
5 mM. 
Die Bestimmung der Kinetikdaten für die Zucker-Linker-NH2-tBoc erfolgte durch 
den kontinuierlichen Aktivitätstest. Hierbei wurden die gleichen 
Endkonzentrationen wie oben beschrieben verwendet. Die Auswertung aller 
Daten gelang mit SigmaPlot 9.0. 
 
5.2.3.2.3 Kinetikmessungen mit der α2-3-Sialyltransferase 
Die Kinetikmessungen mit den α2-3-Sialyltransferasen erfolgten 
diskontinuierlich analog zur Tabelle 22 mit anschließender CE-Analytik. Hierbei 
wurde das Akzeptorsubstrat von 0-10 mM variiert bei einer konstanten 
Konzentration von 10 mM CMP-NeuAc. Die Daten für die Donorkinetik wurden 
durch die Variation der CMP-NeuAc-Konzentration von 0-10 mM bei konstanten 
5 mM Akzeptor gewonnen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit        
SigmaPlot 9.0. 
 
5.2.3.2.4 Kinetikmessungen mit der α1-3-Galaktosyltransferase 
Die Kinetikmessungen mit den α3GalT erfolgten kontinuierlich durch den 
fotometrischen Aktivitätstest. Hierbei wurde das Akzeptorsubstrat von 0-10 mM 
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(Laktose [1]) bzw. 0-1 mM (LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24]) variiert bei einer 
konstanten Konzentration von 2 mM UDP-Galaktose. Die Daten für die 
Donorkinetik wurden durch die Variation der UDP-Gal-Konzentration von 0-10 
mM bei konstanten 1 mM Akzeptor gewonnen. Die Auswertung der Daten 
erfolgte mit SigmaPlot 9.0. 
 
 
5.3 Expression und Aufreinigung von rekombinanten 
Enzymen und Galektinen 
5.3.1 Expression und Aufreinigung der rekombinanten Sucrose 
Synthase 1 aus Kartoffel 
Die rekombinante Sucrose Synthase 1 aus Kartoffel wurde in Saccharomyces 
cerevisiae 22574d (MAT-α, ura3-1, gap1-1, put4-1, uga4-1) pDR195-sus1 
exprimiert (Abbildung 99). 
 
Abbildung 99: Expressionsvektor der SuSy1 pDR195-sus1 
Das sus1-Gen aus Kartoffel wurde BamHI/ BamHI in das Plasmid pDR195 kloniert. Damit stand 
es unter der Kontrolle des PMA1-Promoters und konnte in S. cerevisiae konstitutiv exprimiert 
werden. Dabei wurde es über eine Uracilauxotrophie des Wirtsstammes selektioniert. Zur 
Plasmidamplifikation konnte es in E. coli transformiert und über die Resistenz gegen Ampicillin 
selektioniert werden. 
 
Dabei stand die SuSy unter der Kontrolle eines PMA1-Promoters (ATPase-
Promoter) und durch aerobe konstitutive Expression konnten spezifische 
pD R 1 9 5 - s u s 1 
BamHI
BamHI
PMA1-Promoter 
sus1
ADH-Terminator 
ura3 
amp 
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Aktivitäten von bis zu 0,38 U/mg erreicht werden (Römer et al., 2004). Die 
Produktion der Zellen erfolgte in Kooperation mit Dipl.-Biol. Kirsten Schroer und 
Dipl.-Ing. Arndt Knoll vom Institut für Bioverfahrenstechnik der RWTH Aachen 
(Prof. Dr.-Ing. Jochen Büchs). Die Fermentation wurde in einem 50-L-
Rührkesselreaktor (Labor-Pilot-Reaktor LP 351, Bioengineering AG, Schweiz) 
als FedBatch-Hochdruckfermentation durchgeführt, um hohe Produktivitäten im 
kleinen Volumen zu erreichen. Die Steuerung der Fermentation über den 
Sauerstoffpartialdruck sollte eine möglichst hohe spezifische SuSy-Aktivität und 
eine hohe Zellausbeute erzielen (Schroer, 2004) (Abbildung 100). 
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A.
B.
batch-Phase
batch-Phase
fed-batch-Phase
fed-batch-Phase
Glukose
Ethanol
zugeführte Glukose
Biomasse
spez.Akt.
OTR
Undichtigkeit im
Pumpensystem
 
Abbildung 100: Fermentation der S. cerevisiae pDR195-sus1-Zellen (Schroer, 2004) 
Die hochzelldichte Fermentation der S. cerevisiae pDR195-sus1 Zellen konnte wegen einer 
Undichtigkeit im Pumpensystem nur suboptimal durchgeführt werden. Durch die Undichtigkeit 
kam es zum unkontrollierten Einlaufen der 900 g/ L Glukose-Feedlösung, was sich auf alle 
Messparameter auswirkte. 
A: Feedzufuhr und HPLC-Ergebnisse zur Analyse der Medienbestandteile der genommen 
Proben während der Fermentation, B: Biomasse, spez. SuSy-Aktivität und OTR während der 
Fermentation. 
 
Die Fermentation wurde durch eine Undichtigkeit im Pumpensystem gestört, so 
dass eine halbe Stunde die Feedlösung bestehend aus 900 g/L Glukose 
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unkontrolliert zulief. Dadurch schaltete die Hefe auf Gärung um und die 
Produktion der SuSy wurde vermindert. Deswegen erhielt man nur eine 
spezifische Aktivität von 0,2 U/mg bei einer Biomasse von 95 g/L in 24 L 
Fermentationsvolumen. Für die Anwendung der SuSy musste das Enzym über 
IEX aufgereinigt werden, um störende Nebenaktivitäten aus dem Rohextrakt zu 
entfernen. 5 g Zellen wurden in 5 ml Lysispuffer (50 mM HEPES-NaOH, pH 8) 
resuspendiert, mit 8 g Glasperlen (∅ 0,5 mm) vermischt und 3 x 3 Minuten mit 
jeweils dazwischen liegender fünfminütiger Pause bei einer Frequenz von       
20 Schwingungen/ sek in der Schwingmühle MM 200 von Retsch® 
aufgeschlossen. Anschließend wurden Glasperlen und Zelltrümmer durch 
Zentrifugation (15.000 rpm, 4°C) abgetrennt. Die anschließende IEX wurde an 
einer Q-Sepharose-FF-Säule (xk16-Säule, Ø 1,6 cm, Höhe 8 cm) an der 
ÄktaPrime-Chromatographieanlage durchgeführt. Die Säule wurde zunächst mit 
Lysispuffer mit einer volumetrischen Fließgeschwindigkeit von 4 ml/min 
äquilibriert. Nach Auftragen des Rohextraktes wurde die Säule mit Lysispuffer 
mit 100 mM KCl gewaschen, bevor die Elution der SuSy durch einen KCl-
Gradienten von 100-400 mM gestartet wurde. Die gesammelten Fraktionen 
wurden durch den SuSy-Aktivitätstest geprüft. Der daraus resultierende 
Enzympool wurde durch Bestimmung der volumetrischen Aktivität, des 
Proteingehaltes, der Nebenaktivitäten (Römer et al., 2004) und durch 
Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 25). 
Tabelle 25: Charakterisierung des aufgereinigten SuSy1-Pools 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben- 
aktivitäten 
32 ml 2,6 mg/ml 0,43 U/ml 0,16 U/mg ~ 5%
Nicht 
detektierbar 
 
Die aufgereinigte SuSy1 war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität von           
0,16 U/mg und das Fehlen von störenden Nebenaktivitäten für den Einsatz in 
den biokatalytischen Synthesen geeignet. 
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5.3.2 Expression und Aufreinigung von rekombinanten UDP-
Glukose 4´-Epimerasen 
5.3.2.1 Produktion der rekombinanten UDP-Glukose 4´-Epimerase 
aus Campylobacter jejuni 
Die rekombinante UDP-Glukose 4´-Epimerase aus Campylobacter jejuni wurde 
mit E. coli BL21(DE3) pCPG13-Zellen produziert (Abbildung 101). Das Plasmid 
wurde von Dr. Warren W. Wakarchuk (NRC, Kanada) freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt (Bernatchez et al., 2005). 
 
Abbildung 101: Expressionsplasmid pCPG13 der UDP-Glukose 4´-Epimerase aus 
Campylobacter jejuni 
Das Expressionsplasmid pCPG13 wurde von Dr. Warren W. Wakarchuk, NRC, Ottawa, Kanada 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt (Bernatchez et al., 2005). Das Gen der UDP-Glukose 
4´-Epimerase aus Campylobacter jejuni wurde in den Expressionsvektor pCWori+ als 
Fusionsgen mit dem malE-Gen (Maltose-binding Protein (MalE)) kloniert. Daneben sind noch 
ein M13ori zur Plasmidamplifikation und ein Ampicillinresistenzgen zu finden. Die Produktion 
des Proteins konnte durch IPTG-Zugabe induziert werden. 
 
Für die Produktion des MalE-Fusionsproteins der UDP-Glukose 4´-Epimerase 
wurden 100-ml-EMKs mit 20 ml LB-Amp (10 g/L Trypton, 5 g/L NaCl, 5 g/L 
Yeast Extract, 100 mg/L Ampicillin) als Vorkulturen angezogen. Nach Über-
Nacht-Inkubation bei 37°C und 130 rpm erfolgte die Inokulation der 
Hauptkulturen. Die 5-L-EMK mit 1 L TB-Amp (Tabelle 26) wurden mit 1% 
angeimpft und durch Zugabe von 100 µl 1M IPTG bei 25°C und 75 rpm 
induziert. 
p C P G 1 3 
N d e I 
SalI
gne 
M13 ori 
amp lacI 
malE_gne 
malE 
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Tabelle 26: Medienzusammensetzung des TB-Amp-Mediums 
TB-Amp-Medium   
900 ml Wasser 
 
 
12 g Trypton 
24 gHefeextrakt 
4 ml Glycerin 
Autoklavieren, auf 60°C abkühlen 
Zugabe von 100 ml sterilem K-Phosphat-Puffer   23,1 g/L KH2PO4 
125,4 g/L K2HPO4 
Zugabe von steriler Ampicillinlösung 100 mg/ L 
 
Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet. 
Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Dafür wurde eine 20%-ige 
Zellsuspension mit 6 g Zellen, 5 µl Benzonase Nuclease und 10 ml                  
20 mM MOPS, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl, 5 mM β-Mercaptoethanol pH 6,5 
hergestellt und durch 2 x 30 sekündige Beschallung mit dem Ultraschallgerät 
Sonoplus Homogenisator HD200 von Bandelin und der Sonotrode MS73/0 bei 
70% Pulsierschaltung aufgeschlossen. Die Aufreinigung des Maltose-Binding-
Proteins erfolgte über eine 15-ml-Säule mit Amylose Resin (New England 
Biolabs) entsprechend dem etablierten Protokoll bei 4°C. Die eluierten 
Fraktionen wurden auf Proteingehalt überprüft und zusammengeführt. Der 
resultierende Enzympool wurde durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 27). 
Tabelle 27: Charakterisierung der aufgereinigten MalE-UDP-Glukose 4´-Epimerase 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische  
Aktivität 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben- 
aktivitäten 
7 ml 6,1 mg/ml 60 U/ml 10 U/mg ~ 85%
Nicht 
detektierbar 
 
Die aufgereinigte rekombinante UDP-Glukose 4´-Epimerase war aufgrund ihrer 
spezifischen Aktivität von 10 U/mg und des Fehlens von störenden 
Nebenaktivitäten für den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen sehr gut 
geeignet. 
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5.3.2.2 Klonierung und Produktion der rekombinanten UDP-Glukose 
4´-Epimerase aus Saccharomyces cerevisiae 
Zur Nutzung einer rekombinanten UDP-Glukose 4´-Epimerase für den LacNAc-
Synthese-Zyklus von Zervosen et al. (Zervosen und Elling, 1996) wurde das 
Enzym aus Saccharomyces cerevisiae in einen E. coli-Expressionsvektor 
kloniert (Namdjou et al., 2007). Dafür wurde das Genom des Hefestammes S. 
cerevisiae BY4741 (Walser et al., 2004) mit Hilfe des Total Nucleic Acid and 
DNA Purification Mini Spin Column Kit PrestoSpin D Universal von Molzym® 
isoliert. Anschließend wurde das Gen durch die Primer 
5´PATGACAGCTCAGTTACAAAGTGAAAGTACTTCT und 
3´PTCAGGAAAATCTGTAGACAATCTTGGACCCGTA durch PCR amplifiziert. Durch 
eine zweite PCR mit den Primern 5´PCCGCTCGAGCGGATGACAGCTCAGTTACAA 
und 3´PCGGGATCCCGTCAGGAAAATCTGTAGAC wurden die Schnittstellen XhoI/ 
BamHI eingefügt. Über die Schnittstellen XhoI/ BamHI konnte das Gen in den 
Expressionsvektor pET14b kloniert und in den E. coli NovaBlue-Stamm 
transformiert werden (Abbildung 102). 
 
Abbildung 102: Expressionsvektor pET14b-His6-UDP-Glukose 4´-Epimerase 
Das Gen der UDP-Glukose 4´-Epimerase aus Saccharomyces cerevisiae wurde über die 
Schnittstellen XhoI/ BamHI in den Expressionsvektor pET14b einkloniert. Damit stand es unter 
der Kontrolle eines T7-Promoters und besaß einen abspaltbaren His6Tag. Selektioniert werden 
konnte das Plasmid aufgrund seines Ampicillinresistenzgens. 
 
Nach Bestätigung eines positiven Klones durch Restriktions- und PCR-Analytik 
wurde das Plasmid in E. coli BL21(DE3) transformiert und das Zielprotein zur 
Expression gebracht. Die Anzucht  und die Zellernte erfolgten analog zu  5.3.2.1. 
pET-14b-His6-UDP-
Glukose 4´-Epimerase 
BamHI 
XhoI
Thrombin 
His6-Tag 
ori pBR322 
amp 
His6-UDP-Glc4´-
epimerase
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
188 
Nach Aufschluss durch Ultraschall ( 5.3.2.1) wurde die His6-getaggte UDP-
Glukose 4´-Epimerase durch eine Affinitätschromatographie mit 15 ml Ni2+-
NTA-Agarose von Qiagen® nach dem vorgeschriebenem Protokoll aufgereinigt. 
Anstelle des beschriebenen Phosphatpuffers wurde HEPES als Alternative 
gewählt. Proteinhaltige Fraktionen wurden zusammengeführt und durch die 
Bestimmung der volumetrischen Aktivität, des Proteingehaltes und durch die 
Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE/ Western Blot charakterisiert 
(Tabelle 28). 
Tabelle 28: Charakterisierung der aufgereinigten His6-UDP-Glukose-4´-epimerase 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben- 
aktivitäten 
10 ml 0,07 mg/ml 0,02 U/ml 0,20 U/mg ~ 80%
Nicht 
detektierbar 
 
Die aufgereinigte rekombinante UDP-Glukose 4´-Epimerase war aufgrund ihrer 
spezifischen Aktivität von 0,2 U/mg und des Fehlens von störenden 
Nebenaktivitäten für den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet. 
 
5.3.3 Expression und Aufreinigung von rekombinanten β1-4-
Galaktosyltransferasen 
5.3.3.1 Rekombinante humane β1,4-Galaktosyltransferase 
5.3.3.1.1 Produktion der His6Propeptid-catβ4GalT-1 
Das Gen der His6Propeptid-catβ4GalT-1 lag auf dem Vektor pTS05 kloniert vor 
und konnte durch die T7-Polymerase exprimiert werden (Abbildung 103). 
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Abbildung 103: Expressionsplasmid pTS05 
Das Expressionsplamid pTS05 ist ein pET16b-Derivat, in dem die katalytische Domäne der 
humanen β4GalT-1 mit dem Gen des His6-getaggten Lipasepropeptides aus Staphylococcus 
hyicus kloniert vorliegt. Damit stand das Fusionsprotein unter der Kontrolle eines T7-Promoters. 
Selektioniert werden konnte das Plasmid aufgrund seines Ampicillinresistenzgens. 
 
Die Identität des Gens wurde durch Sequenzierung bestätigt. Die Produktion 
und Aufreinigung des rekombinanten Proteins erfolgte analog zu  5.3.2.2. Der 
resultierende Enzympool wurde durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE/ Western Blot charakterisiert (Tabelle 29). 
Tabelle 29: Charakterisierung der aufgereinigten His6Propeptid-catβ4GalT-1 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische  
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben- 
aktivitäten 
10 ml 0,8 mg/ml 0,65 U/ml 0,82 U/mg ~ 85% 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
 
Die aufgereinigte rekombinante His6Propeptid-catβ4GalT-1 war aufgrund ihrer 
spezifischen Aktivität von 0,82 U/mg und des Fehlens von störenden 
Nebenaktivitäten für den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet 
(Sauerzapfe et al., 2007). 
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5.3.3.1.2 Produktion der Propeptid-natβ4GalT-1 
Für die Produktion der Propeptid-natβ4GalT-1 wurde der Expressionsvektor 
pLGalT∆38 genutzt. Dieser Vektor ist eine freundliche Gabe von Prof. Dr. R. 
Freudl and Dr. M. Klein (Institute für Biotechnologie 1, Forschungszentrum 
Jülich, Deutschland). Er ist ein Derivat des pUC18 und enthält die kodierende 
Sequenz der humanen β4GalT-1 aus Plazenta ohne die ersten 32 Aminosäuren. 
Das Gen ist 5´-terminal mit dem Gen der Prepropeptid-Sequenz der Lipase aus 
Staphylococcus hyicus fusioniert. Die Produktion des Fusionsproteins steht 
unter der Kontrolle eines lacZ Promoters (Abbildung 104). 
 
Abbildung 104: Expressionsplasmid pLGalT∆38 
Das Expressionsplamid pLGalT∆38 ist ein pUC18-Derivat und enthält die kodierende Sequenz 
der humanen β4GalT-1 aus Plazenta ohne die ersten 32 Aminosäuren. Das Gen ist 5´-terminal 
mit dem Gen der Prepropeptid-Sequenz der Lipase aus Staphylococcus hyicus fusioniert. Die 
Produktion des Fusionsproteins stand unter der Kontrolle eines lacZ Promoters. Selektioniert 
werden konnte das Plasmid aufgrund seines Ampicillinresistenzgens. 
 
Die Identität des Konstruktes wurde durch Sequenzierung bestätigt. 
Anschließend erfolgte die Transformation in den Expressionsstamm E. coli 
BL21(DE3) und die Kultivierung. Die Anzucht der Hauptkulturen für die 
Produktion der Propeptid-natβ4GalT-1 wurde etwas verändert zum 
standardisierten Verfahren durchgeführt. Es wurden 5-L-EMK mit 1 L LB-Amp 
Medium (10 g/L Trypton, 5 g/L NaCl, 5 g/L Yeast Extract, 50 mg/L Ampicillin) 
mit 0,1% der Vorkulturen angeimpft und über Nacht bei 75 rpm und 37°C 
inkubiert. Durch Zugabe von 500 µl 1 M IPTG wurde die Kultur für weitere         
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2 Stunden bei 75 rpm und 37°C induziert. Zellernte und Aufschluss der Zellen 
für die Aufreinigung wurden wieder nach dem Standardverfahren  5.3.2.1 
durchgeführt. Die Enzymaufreinigung erfolgte über zwei aufeinander folgende 
Säulenchromatographien. Zuerst wurde der Rohextrakt über 
Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose FF vorgereinigt. Nach 
Äquilibrierung der Säule (2,6 cm x 20 cm, 5 ml/min) mit 500 mL 50 mM HEPES-
NaOH, pH 8 wurde der Rohextrakt aufgetragen. Das Propeptid-natβ4GalT-1 
konnte nicht an das Säulenmaterial binden und wurde im Durchfluss 
aufgefangen für den zweiten Aufreinigungsschritt, einer Zn2+-NTA-Säule 
(2,6 cm × 10 cm, 5 ml/min). Der Durchfluss der IEX wurde auf die mit 300 mL 
100 mM HEPES-NaOH, pH 8 äquilibrierte Säule aufgetragen. Nach einem 
Waschschritt mit demselben Puffer wurde das Protein durch 100 mM HEPES-
NaOH, 25 mM Imidazol, pH 8 eluiert. Die aktiven Fraktionen wurden 
zusammengeführt und der Pool durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 30). 
Tabelle 30: Charakterisierung der aufgereinigten Propeptid-natβ4GalT-1 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben- 
aktivitäten 
10 ml 0,14 mg/ml 0,033 U/ml 0,23 U/mg ~ 15% 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
 
Die aufgereinigte rekombinante Propeptid-natβ4GalT-1 war aufgrund ihrer 
spezifischen Aktivität von 0,23 U/mg und des Fehlens von störenden 
Nebenaktivitäten für den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet 
(Sauerzapfe et al., 2007). 
 
5.3.3.1.3 Produktion der lumβ4GalT-1 
Der luminale Teil des humanen β4GalT-1 Gens lag kloniert im pET22b für eine 
periplasmatische Expression vor (Abbildung 105). 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
192 
 
Abbildung 105: Expressionsplasmid pET22b-lumβ4GalT-1 
Der luminale Teil der humanen β4GalT-1 aus Plazenta wurde über die Schnittstellen NdeI/ XhoI 
in den pET22b-Vektor kloniert. Dadurch wurde das Enzym unter der Kontrolle des T7-
Promoters periplasmatisch exprimiert. Selektioniert werden konnte das Plasmid aufgrund 
seines Ampicillinresistenzgens. 
 
Die Identität des Konstruktes wurde durch Sequenzierung bestätigt und das 
Plasmid in E. coli BL21(DE3) transformiert. Zur Produktion des Proteins wurden 
5-L-EMKs mit 1 L LB-Amp und 0,05 mM IPTG bei 25°C und 75 rpm kultiviert. 
Nach Ultraschallaufschluss ( 5.3.2.1) erfolgte die Aufreinigung des Enzyms über 
einen Kationenaustauscher. Dafür wurde die Säule mit SP-Sepharose FF 
(2,6 cm × 9,2 cm, 5 ml/ min) mit 300 mL 50 mM HEPES-NaOH, pH 7 äquilibriert, 
bevor der Rohextrakt aufgetragen wurde. Nach einem Waschschritt mit dem 
gleichen Puffer erfolgte die Elution mit 50 mM HEPES-NaOH, 1 M NaCl, pH 7. 
Die eluierten Fraktionen wurden durch den Aktivitätstest analysiert. Die aktiven 
Fraktionen wurden zusammengeführt und der Pool durch die Bestimmung der 
volumetrischen Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der 
Reinheit durch SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 31). 
Tabelle 31: Charakterisierung der aufgereinigten lumβ4GalT-1 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 1 mg/ml 0,019 U/ml 0,019 U/mg ~20 %
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
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Die aufgereinigte rekombinante lumβ4GalT-1 war aufgrund ihrer spezifischen 
Aktivität von  0,019 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für 
den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 
2007). 
 
5.3.3.1.4 Produktion von rekombinanter β4GalT-1 (HB4GT) 
Das Expressionsplasmid HB4GT für die rekombinante humane β4GalT-1 wurde 
von Dr. Warren W. Wakarchuk (NRC, Kanada) zur Verfügung gestellt. Das 
Konstrukt wurde analog zu Shibatani et al. hergestellt (Shibatani et al., 2001). 
Dabei lag die β4GalT als Fusionsprotein mit dem Maltose-Binding-Protein vor. 
Die Expression des Enzyms war in E. coli durch IPTG induzierbar. Nach 
Transformation in E. coli Origami 2 wurde die Vorkultur in 100-ml-EMK mit 20 
ml 2xYT Medium mit 100 mg/ L Ampicillin bei 37°C 200 rpm über Nacht 
angezogen. Die Hauptkultur bestehend aus 1-L-EMK mit 200 ml 2xYT-Medium 
mit 100 mg/L Ampicillin wurde mit einer OD600 von ungefähr 0,25 inokuliert. 
Anschließend erfolgte die Inkubation bei 20°C und 200 rpm. Nach 
Überschreiten der OD600 von 0,4 wurden die Zellen induziert durch die Zugabe 
von 200 µl 0,5 M IPTG. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 24-stündiger 
Inkubation. Die Zellen wurden durch Emulsiflex70 aufgeschlossen. Dafür wurde 
eine 10% Zellsuspension (2 g Zellen) mit 50 mM Ammoniumacetat, pH 7,5, 
10% Glycerin und Proteaseinhibitor verwendet. Nach Zentrifugation wurde der 
Rohextrakt mit einem 0,22 µm- Filter filtriert und mit dem Lysispuffer der 
Amylose Resin-Aufreinigung 1:2 verdünnt. Die Affinitätschromatographie 
erfolgte entsprechend  5.3.2.1. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden 
zusammengeführt und der Pool durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 32). 
Tabelle 32: Charakterisierung der aufgereinigten HB4GT 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 1,8 mg/ml 0,2 U/ml 0,11 U/mg ~90 % 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
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Die aufgereinigte rekombinante HB4GT war aufgrund ihrer spezifischen 
Aktivität von 0,11 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für 
den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 
2008). 
 
5.3.3.2 Rekombinante bakterielle β1-4-Galaktosyltransferase 
5.3.3.2.1 Produktion der rekombinanten bakteriellen β1-4- 
Galaktosyltransferasen aus Helicobacter pylori 
Das Expressionsplasmid HP0826 zur Produktion einer rekombinanten 
bakteriellen β4GalT aus Helicobacter pylori wurde von Dr. Warren W 
Wakarchuk (NRC, Kanada) freundlicherweise zur Verfügung gestellt (Logan et 
al., 2005). Das Enzym wurde unter Kontrolle eines IPTG-induzierbaren 
Promoters als lösliches Protein zytosolisch produziert. Die Produktion in E. coli 
AD202-Zellen erfolgte analog zu  5.3.3.1.4. Nach Aufschluss durch die 
Emulsiflex70 wurde der Rohextrakt direkt durch die Bestimmung der 
volumetrischen Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der 
Reinheit durch SDS-PAGE charakterisiert, weil eine erfolgreiche 
Aufreinigungsmethode noch nicht etabliert war (Tabelle 33). 
Tabelle 33: Charakterisierung der HP0826 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
20 ml 9,0 mg/ml 0,14 U/ml 0,016 U/mg ~0,5 %
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
 
Die rekombinante HP0826 war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität von     
0,016 U/mg im Rohextrakt für kinetische Untersuchungen geeignet. Jedoch 
wurde auf den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen aufgrund des 
fehlenden Aufreinigungsprotokolls verzichtet, da störende Nebenaktivitäten bei 
Langzeitmessungen nicht ausgeschlossen werden konnten. 
Deswegen wurde ebenfalls mit dem Konstrukt MALE-HP0826 gearbeitet (Logan 
et al., 2005). Hierbei war die rekombinante β4GalT aus Helicobacter pylori in 
den Vektor pCWori+ als Maltose-Binding-Fusionsprotein unter der Kontrolle 
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eines IPTG-induzierbaren Promoters kloniert. Die Produktion in E. coli CS1883-
Zellen erfolgte analog zu  5.3.3.1.4. Da aus vorangegangenen Versuchen 
bekannt war, dass die β4GalT ihre Enzymaktivität nach Aufreinigung über 
Amylose-Resin verlor, sollte die Aufreinigung analog zu  5.3.2.1 alleine und in 
Kombination mit JHP1032 versucht werden. Da die beiden Enzyme in vivo eng 
miteinander gekoppelt waren, sollte überprüft werden, ob die JHP1032 die 
Aktivität der MALE-HP0826 auch während der Aufreinigung stabilisieren kann 
(Abbildung 106). 
A.1 B.1
A.2 A.3 B.2 B.3
1 2 3 4 5 1 2 3 4 51 2 3 4 51 2 3 4 6 7 8
 
Abbildung 106: Aufreinigung der MALE-HP0826 alleine und in Kombination mit der 
JHP1032 
Die rekombinante β4GalT aus Helicobater pylori MALE-HP0826 sollte über Amylose-Resin 
nach dem vorgeschrieben Protokoll aufgereinigt werden. Da das Enzym seine Aktivität während 
der Aufreinigung verliert (A), sollte die Aufreinigung in Kombination mit JHP1032 als 
stabilisierendes Agenz versucht werden (B).  
A MALE-HP0826 Aufreinigung A.1: Aufreinigungschromatogramm; A.2: SDS-PAGE                      
Slot 1: Pellet E. coli CS1883 MALE-HP0826, Slot 2: Rohextrakt, Slot 3: Biorad Precision Plus 
Protein Standard [100 kDA, 75 kDa, 50 kDa, 37 kDa, 25 kDa], Slot 4: Wash, Slot 5: Enzympool A6-A11; 
A.3 Aktivitätstest mit FCHASE-GlcNAc 1: Zellpellet, 2: Rohextrakt, 3: Wash, 4: Pool. 
B MALE-HP0826+JHP1032 Aufreinigung B.1: Aufreinigungschromatogramm; B.2: SDS-PAGE 
Slot 1: Pellet E. coli CS1883 MALE-HP0826 + E. coli BL21DE3 JHP1032, Slot 2: Rohextrakt, 
Slot 3: Biorad Precision Plus Protein Standard [100 kDA, 75 kDa, 50 kDa, 37 kDa, 25 kDa], Slot 4: Wash, 
Slot 5: Enzympool A6-A11; B.3 β4GalT-Aktivitätstest mit FCHASE-GlcNAc 1: Zellpellet,             
2: Rohextrakt, 3: Wash, 4: Pool; β3GlcNAcT-Aktivitätstest mit FCHASE-LacNAc 5: Zellpellet,      
6: Rohextrakt, 7: Wash, 8: Pool. 
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Da bei beiden Aufreinigungen keine β4GalT-Aktivität detektiert werden konnte, 
wurde der Rohextrakt direkt durch die Bestimmung der volumetrischen Aktivität, 
des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE 
charakterisiert (Tabelle 34). 
Tabelle 34: Charakterisierung der MALE-HP0826 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
20 ml 2,4 mg/ml 0,005 U/ml 0,002 U/mg ~0,5 % 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
 
Die rekombinante MALE-HP0826 war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität von 
0,002 U/mg im Rohextrakt für kinetische Untersuchungen geeignet. Jedoch 
wurde auf den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen verzichtet. 
 
5.3.3.2.2 Produktion der rekombinanten bakteriellen β1-4-Galak-
tosyltransferase (LgtB) aus Neisseria meningitidis 
Das Expressionsplasmid MC58 für die Produktion von rekombinanter β4GalT 
aus Neisseria meningitidis (LgtB) lag in E. coli AD202-Zellen vor und wurde 
freundlicherweise von Dr. Warren W. Wakarchuk (NRC, Kanada) zur Verfügung 
gestellt (Wakarchuk et al., 1998). Die Anzucht und der Zellaufschluss erfolgten 
analog zu  5.3.3.1.4. Anschließend wurde das Enzym über 
Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepahrose FF Material aufgereinigt. 
Dafür wurde die 1-ml-Säule mit 20 mM Tris-HCl, pH 8, 5% Glycerin bei einem 
Fluss von 0.5 ml/min äquilibriert. Nach Auftragen des Rohextraktes erfolgte ein 
Waschschritt mit 20 mM Tris-HCl, pH 8, 5% Glycerin. Das gewünschte Protein 
konnte mit einem NaCl-Gradienten (1 M Endkonzentration nach 30-
Säulenvolumen) erreicht werden. Die aktiven Fraktionen wurden 
zusammengeführt und der Pool durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 35). 
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Tabelle 35: Charakterisierung der aufgereinigten LgtB 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 0,6 mg/ml 0,014 U/ml 0,023 U/mg ~50 % 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc [23] als Akzeptorsubstrat 
 
Die aufgereinigte rekombinante LgtB war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität 
von 0,023 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für den 
Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 2008). 
 
5.3.4 Expression und Aufreinigung der rekombinanten β1-3-N-
Acetylglukosaminyltransferase aus Helicobacter pylori 
Das Expressionsplasmid der rekombinanten β3GlcNAcT von Helicobacter pylori, 
JHP1032, wurde freundlicherweise von Dr. Warren W Wakarchuk (NRC, 
Kanada) zur Verfügung gestellt (Logan et al., 2005) (Abbildung 107). 
 
Abbildung 107: Expressionsplasmid JHP1032 
Das Expressionsplasmid JHP1032 wurde von Dr. Warren W. Wakarchuk, NRC, Ottawa, 
Kanada freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Das Gen der β3GlcNAcT aus Helicobacter 
pylori wurde in den Expressionsvektor pCWori+ als Fusionsgen mit dem malE-Gen (Maltose-
binding Protein (MalE)) kloniert. Daneben sind noch ein M13ori zur Plasmidamplifikation und ein 
Ampicillinresistenzgen zu finden. Die Produktion des Proteins konnte durch IPTG-Zugabe 
induziert werden. 
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Die Produktion und Aufreinigung wurde analog zu  5.3.2.1 durchgeführt. Der 
aufgereinigte Enzympool wurde durch die Bestimmung der volumetrischen 
Aktivität, des Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch 
SDS-PAGE charakterisiert (Tabelle 36). 
Tabelle 36: Charakterisierung der aufgereinigten β3GlcNAcT 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 4,1 mg/ml 0,12 U/ml 0,03 U/mg ~75 %
Nicht 
detektierbar 
   11 mM LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] als Akzeptorsubstrat 
 
Die aufgereinigte rekombinante β3GlcNAcT war aufgrund ihrer spezifischen 
Aktivität von  0,03 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für 
den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 
2008). 
 
5.3.5 Expression und Aufreinigung der murinen rekombinanten    
α1-3-Galaktosyltransferase 
Die murine rekombinante α3GalT wurde von Prof. Dr. E. G. Berger (Institut für 
Physiologie, ETH Zürich, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Das Konstrukt 
bestand aus einem Teil der luminalen Domäne des Enzyms, das mit einem N-
terminalen His6-Tag in den Vektor pET12a kloniert worden war (Abbildung 108). 
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Abbildung 108: Expressionsplasmid der rekombinanten His6α3GalT 
Das Expressionsplasmid für die murine rekombinante α3GalT wurde von Prof. Dr. E. G. Berger 
(Institut für Physiologie, ETH Zürich, Schweiz) zur Verfügung gestellt. Das Enzym wurde als 
His6-getaggtes Protein exprimiert unter der Kontrolle des T7-Promoters. Selektioniert werden 
konnte das Plasmid aufgrund seines Ampicillinresistenzgens. 
 
Die Identität des Enzyms wurde durch eine Sequenzierung bestätigt. Die 
Produktion und Aufreinigung erfolgte analog zu  5.3.2.2. Der erhaltene 
Enzympool wurde durch die Bestimmung der volumetrischen Aktivität, des 
Proteingehaltes und durch Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE/ 
Western Blot charakterisiert (Tabelle 37). 
Tabelle 37: Charakterisierung der aufgereinigten His6-α3GalT 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 0,5 mg/ml 0,04 U/ml 0,08 U/mg ~ 85% 
Detektierbar 
ohne 
Akzeptor: 
0,03 U/ ml
         11 mM LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] als Akzeptorsubstrat 
 
Die aufgereinigte rekombinante α3GalT war aufgrund ihrer spezifischen 
Aktivität von 0,08 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für 
den Einsatz in den biokatalytischen Synthesen und Markierungsexperimenten 
geeignet (Sauerzapfe et al., 2008). 
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5.3.6 Klonierung, Expression und Aufreinigung einer humanen 
rekombinanten Keratansulfat-Galakatose-6-O-Sulfotransferase 
Die Klonierung und die Expression der humanen rekombinanten Keratansulfat-
Galaktose-6-Sulfotransferase wurden innerhalb der Diplomarbeit von Judith 
Schmiedel durchgeführt. Das Gen konnte erfolgreich aus humaner Nieren-
cDNS durch PCR mit den Primern 5´PATGCAATGTTCCTGGAAGGCCGTCCTCCTC 
und 3´PTCACGAGAAGGGGCGGAAGTCCCGCTCCTCCA isoliert werden. Durch eine 
zweite PCR mit den Primern 5´PCATGCCATGGCATGCGCATGACCTTCACCGCCAAGT 
und 3´PCCGCTCGAGCGGCGAGAAGGGGCGGAAGTC wurden die Schnittstellen 
NcoI/ XhoI eingefügt und das Stopcodon entfernt. Anschließend konnte das 
Gen erfolgreich in den pET28a-Vektor über die Schnittstellen NcoI/ XhoI kloniert 
werden (Abbildung 109) 
 
 
Abbildung 109: Expressionsplasmid der rekombinanten SulfoT 
Das Gen der humanen SulfoT wurde über die Schnittstellen NcoI/ XhoI in den 
Expressionsvektor pET28a kloniert. Damit stand es unter der Kontrolle eines T7-Promoters und 
besaß einen C-terminalen His6Tag. Selektioniert werden konnte das Plasmid aufgrund seines 
Kanamycinresistenzgens. 
 
Die Identität des Gens wurde durch Sequenzierung bestätigt. Nach 
Transformation in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) erfolgte die 
Anzucht und die Aufreinigung analog zu  5.3.2.2. Der erhaltene Enzympool 
wurde durch die Bestimmung des Proteingehaltes und durch die Abschätzung 
der Reinheit durch SDS-PAGE/ Western Blot charakterisiert (Tabelle 38). 
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Tabelle 38: Charakterisierung der aufgereinigten His6SulfoT 
Volumen  Protein-
gehalt 
Volumetrische 
Aktivität 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 3,5 mg/ml 0,01-0,11 U/ml
0,004–0,030 U/mg 
abhängig vom 
Akzeptorsubstrat
~ 90% 
Detektierbar: 
Ohne Donor: 
0,007 U/ml 
Ohne 
Akzeptor: 
0,027 U/ml
 
Ein entsprechender Aktivitätstest zum Nachweis der Sulfatierung der Poly-
LacNAc-Strukturen wurde innerhalb dieser Arbeit entwickelt. Starke 
Schwankungen der volumetrischen Aktivitäten waren zwischen den einzelnen 
Akzeptorsubstraten detektierbar. 
 
5.3.7 Expression und Aufreinigung von rekombinanten                   
α2-3-Sialyltransferasen 
5.3.7.1 Produktion der rekombinanten α2-3-Sialyltransferase NST 
aus Neisseria meningitidis 
Der Expressionsstamm E. coli NST wurde für die Produktion des 
Fusionsproteins der α2-3-Sialyltransferase aus Neisseria meningitidis mit dem 
Maltose-Binding-Protein genutzt und wurde freundlicherweise von Dr. Warren 
W. Wakarchuk (NRC, Kanada) zur Verfügung gestellt (Blixt et al., 2001). Die 
Produktion und die Aufreinigung erfolgten analog zu  5.3.3.1.4. Der erhaltene 
Enzympool wurde durch die Bestimmung der volumetrischen Aktivität, des 
Proteingehaltes und durch die Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE 
charakterisiert (Tabelle 39). 
Tabelle 39: Charakterisierung der aufgereinigten NST 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
10 ml 1,9 mg/ml 0,04 U/ml 0,02 U/mg ~ 90% 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] als Akzeptorsubstrat 
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Die aufgereinigte rekombinante NST war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität 
von 0,02 U/mg und des Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für den 
Einsatz in den biokatalytischen Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 2008). 
 
5.3.7.2 Produktion der rekombinanten α2-3-Sialyltransferase CST-I 
aus Campylobacter jejuni 
Die rekombinante α2-3-Sialyltransferase CST-I aus Campylobacter jejuni lag 
aufgereinigt vor und wurde von Dr. Warren W. Wakarchuk (NRC, Kanada) 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Deswegen wurde der Enzympool nur 
durch die Bestimmung der volumetrischen Aktivität und des Proteingehaltes 
charakterisiert (Tabelle 40). 
Tabelle 40: Charakterisierung der aufgereinigten CST-I 
Volumen  Proteingehalt Volumetrische 
Aktivität1 
Spezifische 
Aktivität 
Reinheit Neben-
aktivitäten 
1 ml 1,3 mg/ml 1,4 U/ml 1,1 U/mg
Nicht 
bestimmt 
Nicht 
detektierbar 
   11 mM LacNAc-Linker-NH2-tBoc [24] als Akzeptorsubstrat 
 
Die CST-I war aufgrund ihrer spezifischen Aktivität von 1,1U/ mg und des 
Fehlens von störenden Nebenaktivitäten für den Einsatz in den biokatalytischen 
Synthesen geeignet (Sauerzapfe et al., 2008). 
 
5.3.8 Klonierung, Expression und Aufreinigung des rekombinanten 
Galektins His6CGL2 
Das Hefeexpressionsplasmid YEplac195-PvuIICGL2inverse zur zytosolischen 
Expression des fungalen Galektins CGL2 wurde freundlicherweise von Prof. Dr. 
Markus Aebi (ETH Zürich, Schweiz) zur Verfügung gestellt (Walser et al., 2004). 
Für eine vereinfachte Aufreinigung und für eine spezifische Detektion sollte das 
Galektin in den Expressionsvektor pET14b als His6-getaggtes Protein kloniert 
werden. Dafür wurde eine PCR mit den Primern 
5´PCCGCTCGAGCGGATGCTCTACCACCTTTT und 
3´PCGCGGATCCGCGCTAAGCAGGGGGAAG zur Amplifikation des CGL2-Gens mit 
den Schnittstellen XhoI/ BamHI durchgeführt. Nach Restriktion und Ligation mit 
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dem pET14b-Vektor erhielt man das Expressionsplasmid pET14b-His6CGL2 
(Abbildung 110). 
 
Abbildung 110: Expressionsplasmid pET14b-His6CGL2 
Das Gen des CGL2 wurde über die Schnittstellen XhoI/ BamHI in den Expressionsvektor 
pET14b einkloniert. Damit stand es unter der Kontrolle eines T7-Promoters und besaß einen 
abspaltbaren N-terminalen His6Tag. Selektioniert werden konnte das Plasmid aufgrund seines 
Ampicillinresistenzgens. 
 
Nach Transformation des Plasmides pET14b-His6CGL2 in E. coli BL21(DE3) 
erfolgte die Produktion und Aufreinigung analog zu  5.3.2.2. Der erhaltene 
Enzympool wurde durch die Bestimmung des Proteingehaltes und durch 
Abschätzung der Reinheit durch SDS-PAGE/ Western Blot charakterisiert 
(Tabelle 41). 
Tabelle 41: Charakterisierung des aufgereinigten His6CGL2 
Volumen  Proteingehalt Reinheit 
10 ml 3,5 mg/ml ~ 90%
 
Das aufgereinigte His6CGL2 wurde durch Ultrafiltration mit Vivaspin20 (10 kDa 
cut off Membran) in 50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,5 umgepuffert und 
für Zuckerbindungsstudien eingesetzt (Sauerzapfe et al., 2008). 
 
 
p E T14 b - H i s 6 C G L 2 
BamHI 
His6CGL2 amp 
Thrombin 
His6-Tag 
ori pBR322 
XhoI 
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5.4 Synthese von Poly-LacNAc-Konjugaten 
5.4.1 Enzymatische Syntheseansätze 
5.4.1.1 Synthese von definierten Poly-LacNAc-Strukturen 
Die enzymatische Synthese von definierten Poly-LacNAc-Strukturen wurde in 
Batchverfahren durchgeführt (Sauerzapfe et al., 2008). Dabei standen zu 
Beginn der LacNAc-Synthese drei Synthesestrategien zur Auswahl. Zum einen 
wurde die direkte Umsetzung von UDP-Gal und GlcNAc durch die β4GalT 
getestet (Tabelle 42). 
Tabelle 42: Enzymatische Synthese von LacNAc mit Hilfe der β4GalT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration 
in 400 µl Testansatz 
40 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl,  
10 mM DTT, pH 7,2 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,  
1 mM DTT 
200 10 mM Akzeptorsubstrat 5 mM 
25 100 mM UDP-Galaktose 6,25 mM 
8 100 mM MnCl2 2 mM 
2 1 U/µl alkalische Phosphatase 2 U 
125 0,6 U/ml His6Propeptid- 
catβ4GalT-1  
(1 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
75 mU 
400   
 
Da das Donorsubstrat UDP-Gal sehr teuer war, wurden Synthesen auch von 
UDP-Glc mit Zusatz der UDP-Glukose 4´-Epimerase gestartet (Tabelle 43). 
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Tabelle 43: Enzymatische LacNAc-Synthese mit Hilfe der β4GalT und UDP-Glukose 4´-
Epimerase 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 400 µl Testansatz 
40 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl,  
10 mM DTT, pH 7,2 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,          
1 mM DTT 
200 10 mM Akzeptorsubstrat 5 mM 
25 100 mM UDP-Glukose 6,25 mM 
8 100 mM MnCl2 2 mM 
2 1 U/µl alkalische Phosphatase 2 U 
25 60 U/ml UDP-Glukose 4´-Epimerase 1,5 U 
100 0,6 U/ml His6Propeptid-catβ4GalT-1  
(1 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
60 mU 
400  
 
Für die Rezyklierung des Nebenproduktes UDP zu UDP-Gal wurde auch der 
Zyklus mit den drei Enzymen β4GalT, SuSy und UDP-Glukose 4´-Epimerase 
durchgeführt (Tabelle 44), wie er schon von Zervosen et al. beschrieben ist 
(Zervosen und Elling, 1996). 
Tabelle 44: LacNAc-Synthese mit in situ Regeneration des Donorsubstrates UDP-Gal 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 300 µl Testansatz 
30 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl,  
10 mM DTT pH 7,2 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,          
1 mM DTT 
60 2 M Saccharose 400 mM 
30 10 mg/ ml BSA 1 mg/ ml 
3 100 mM MnCl2 1 mM 
45 10 mM Akzeptorsubstrat 1,5 mM 
1 100 mM UDP-Glukose 0,3 mM 
65 0,43 U/ml SuSy 28 mU 
33 0,6 U/ml His6Propeptid-catβ4GalT-1  
(1 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
19 mU 
33 60 U/ml UDP-Glukose 4´-Epimerase 2 U 
300  
 
Die Syntheseansätze wurden bei 30°C über Nacht inkubiert und das 
Fortschreiten der Synthese per DC oder HPLC kontrolliert. Nach komplettem 
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Umsatz des Akzeptorsubstrates wurde die Reaktion durch 5-minütige 
Inkubation bei 95°C abgestoppt und 20 min bei 13000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert. Der Überstand konnte dann in die Synthese des Trisaccharides 
eingesetzt werden (Tabelle 45). 
Tabelle 45: Enzymatische Trisaccharidsynthese [25] 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 400 µl Testansatz 
10 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, 
pH 7,2 
 
 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,  
1 mM DTT 
(aufgrund des in Puffer gelösten 
Akzeptorsubstrates) 
300 10 mM Akzeptorsubstrat 
in 100 mM HEPES, 25 mM KCl,            
1 mM DTT, pH 7,2 
7,5 mM 
30 150 mM UDP-GlcNAc 11,5 mM 
8 100 mM MgCl2 2 mM 
2 1 U/µl alkalische Phosphatase 2 U 
50 0,12 U/ml β3GlcNAcT 6 mU 
400   
 
Der Ansatz wurde erneut bei 30°C bis zum kompletten Umsatz des 
Akzeptorsubstrates inkubiert. Nach dem Abstoppen der Reaktion erfolgten die 
weiterführenden Reaktionsansätze zum Tetra- [26], Penta- [27], Hexa- [28] und 
Heptasaccharid [29] (Tabelle 46). 
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Tabelle 46: Enzymatische Synthese des Tetra-, Penta-, Hexa- und Heptasaccharides 
Lösungen Tetrasaccharid
[26] 
Pentasaccharid
[27] 
Hexasaccharid 
[28] 
Heptasaccharid
[29] 
1 M HEPES-
NaOH,             
250 mM KCl, 
10 mM DTT,  
pH 7,2 
10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
x mM 
Akzeptorsubstrat 
in 100 mM 
HEPES-NaOH, 
25 mM KCl, 1 mM 
DTT, 
pH 7,2 
300 µl 
6,7 mM 
300 µl 
4,5 mM 
300 µl 
3,4 mM 
300 µl 
2,5 mM 
100 mM UDP-Gal 30 µl  30 µl  
100 mM UDP-
GlcNAc 
 30 µl  30 µl 
100 mM MnCl2 8 µl  8 µl  
100 mM MgCl2  8 µl  8 µl 
alkalische 
Phosphatase 
1 U/µl 
2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
His6Propeptid-
catβ4GalT-1 
0,6 U/ml  
(1 mM GlcNAc-
Linker-NH2-tBoc) 
50 µl  50 µl  
β3GlcNAcT 
0,12 U/ml 
 50 µl  50 µl 
 400 µl 400 µl 400 µl 400 µl 
 
Die definierten Poly-LacNAc-Strukturen wurden aufgereinigt, per NMR und MS 
analysiert und für Kinetikmessungen und für die Bestimmung von 
Bindungskonstanten mit dem Galektin His6CGL2 eingesetzt. 
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5.4.1.2 Synthese von gemischten Poly-LacNAc-Strukturen 
Neben der Synthese von definierten Poly-LacNAc-Strukturen wurden auch 
Gemische aus verschieden langen Zuckereinheiten hergestellt (Sauerzapfe et 
al., 2008). Dafür wurde ein Batchansatz mit den beiden Enzymen β4GalT und 
β3GlcNAcT gewählt (Tabelle 47). 
Tabelle 47: Poly-LacNAc Synthese mit der His6Propeptid-catβ4GalT-1 und der β3GlcNAcT 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 300 µl Testansatz 
3 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl, 
10 mM DTT, pH 7,2 
50 mM HEPES, 12,5 mM KCl,          
0,5 mM DTT 
(aufgrund des in Puffer gelösten 
Akzeptorsubstrates) 
3 100 mM MnCl2 1 mM 
3 100 mM MgCl2 1 mM 
30 100 mM UDP-GlcNAc 10 mM 
30 100 mM UDP-Gal 10 mM 
150 5 mM Akzeptorsubstrat gelöst in 
Puffer 
2,5 mM 
2 1 U/µl Alkalische Phosphatase  2 U 
40 0,6 U/ml His6Propeptid-          
catβ4GalT-1 
 (1 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
24 mU 
39  0,12 U/ml β3GlcNAcT 4,6 mU 
300   
 
Ebenso konnte mit den beiden Donoren UDP-Glc und UDP-GlcNAc anstelle 
von UDP-Gal und UDP-GlcNAc gearbeitet werden (Tabelle 48). 
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Tabelle 48: Enzymatische Poly-LacNAc-Synthese mit dem Donorsubstrat UDP-Glukose 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 100 µl Testansatz 
10,0 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl, 10 mM 
DTT, pH 7,2 
100 mM HEPES-NaOH,      
25 mM KCl, 1 mM DTT 
0,5 100 mM MnCl2 0,5 mM 
0,5 100 mM MgCl2 0,5 mM 
10,0 10 mg/ ml BSA 1 mg/ ml 
20,0 2 M Saccharose 400 mM 
2,0 100 mM UDP-GlcNAc 2 mM 
1,0 100 mM UDP-Glc 1 mM 
15,0 10 mM GlcNAc-Derivat 1,5 mM 
10,0  0,43 U/ml SuSy 4,3 mU 
5,0 60 U/ml UDP-Glukose 4´-Epimerase 300 mU 
21,0 0,6 U/ml His6Propeptid-catβ4GalT-1 
 (1 mM β-D-GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
12,6 mU 
10,0  0,12 U/ml β3GlcNAcT 1,2 mU 
100,0  
 
Auch die Rezyklierung des Donorsubstrates UDP-Gal aus UDP durch die 
beiden Hilfsenzyme SuSy 1 und UDP-Glukose 4´-Epimerase war in diesem 
Ansatz möglich. Mit LacNAc als Akzeptorsubstrat konnte sogar auf den 
katalytischen Zusatz von UDP verzichtet werden, da dieses als Nebenprodukt 
der β3GlcNAcT-Reaktion entstand (Tabelle 49). 
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Tabelle 49: Enzymatische Poly-LacNAc-Synthese mit in situ Regeneration des 
Donorsubstrates UDP-Gal 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 100 µl Testansatz 
10,0 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, 
pH 7,2 
100 mM HEPES,           
25 mM KCl, 1 mM DTT 
0,5 100 mM MnCl2 0,5 mM 
0,5 100 mM MgCl2 0,5 mM 
10,0 10 mg/ ml BSA 1 mg/ ml 
20,0 2 M Saccharose 400 mM 
2,5 100 mM UDP-GlcNAc 2,5 mM 
15,0 5 mM Akzeptorsubstrat gelöst in Puffer 0,75 mM 
11,5 0,43 U/µl SuSy 5 mU 
5,0 60 U/ml UDP-Glc 4´-Epimerase 300 mU 
5,0 0,6 U/ml His6Propeptid-catβ4GalT-1 
 (1 mM GlcNAc-Linker-NH2-tBoc) 
3 mU 
20,0 0,12 U/ml β3GlcNAcT 2,4 mU 
100,0   
 
Die Ansätze wurden bei 30°C inkubiert und per DC und HPLC kontrolliert. Nach 
Ablauf der Reaktion (ca. 24 h) wurden die Ansätze abgestoppt, zentrifugiert und 
für weitere Versuche aufgereinigt. 
 
5.4.1.3 Synthese von sialylierten Poly-LacNAc-Strukturen 
Innerhalb der Arbeit wurde sialyliertes LacNAc-Linker-NH2-tBoc [30] und 
sialysiertes Tetrasaccharid-Linker-NH2-tBoc [31] hergestellt (Sauerzapfe et al. 
2008). Dafür wurde der Batchansatz wie in Tabelle 50 beschrieben verwendet. 
Tabelle 50: Enzymatische Synthese von sialysierten LacNAc-Strukturen 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 300 µl Testansatz 
15 500 mM Ammoniumacetat, pH 7,5 25 mM 
150 10 mM Akzeptorsubstrat 5 mM 
40 50 mM CMP-NeuAc 6,6 mM 
15 100 mM MgCl2 5 mM 
70 1,4 U/ml CST-I 98 mU 
300   
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Der Syntheseansatz wurde bei 30°C inkubiert und das Fortschreiten der 
Reaktion per DC und CE analysiert. Nach komplettem Umsatz des 
Akzeptorsubstrates erfolgten die Aufreinigung und die Charakterisierung des 
Produktes durch MS. 
 
5.4.1.4 Synthese des Galili-Epitops 
Die Synthese des Galili-Epitops wurde ausgehend vom LacNAc-Linker-NH2-
tBoc [24] mit Hilfe der α3GalT durchgeführt (Tabelle 51). 
Tabelle 51: Enzymatische Synthese des Galili-Epitop-Linker-NH2-tBoc [32] 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 400 µl Testansatz 
10 1 M HEPES, 250 mM KCl, 10 mM DTT, 
pH 7,2 
 
 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,         
1 mM DTT 
(aufgrund des in Puffer gelösten 
Akzeptorsubstrates) 
300 5 mM LacNAc-Linker-NH2-tBoc 
in 100 mM HEPES, 25 mM KCl,              
1 mM DTT, pH 7,2 
3,8 mM 
20 100 mM UDP-Gal 5 mM 
8 100 mM MgCl2 2 mM 
2 1 U/µl alkalische Phosphatase 2 U 
60  0,04 U/ml α3GalT 2,4 mU 
400  
 
Der Ansatz wurde bei 30°C inkubiert, per HPLC und DC analysiert und bei 
komplettem Umsatz des Akzeptorsubstrates abgestoppt. Nach Aufreinigung 
und Charakterisierung des Produktes durch HPLC-MS konnte der Zucker für 
weitere Bindungsversuche und Inhibitionsversuche eingesetzt werden. 
 
5.4.2 Deglykosylierungsexperimente 
5.4.2.1 Deglykosylierung von LacNAc-Strukturen 
Für die Deglykosylierung von LacNAc-Strukturen wurden 10 mM LacNAc mit 
2,5 U β-Galaktosidase von Aspergillus oryzae über Nacht bei 30°C inkubiert. 
Nach Abstoppen der Reaktion durch 5-minütige Inkubation bei 95°C und 
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Zentrifugation wurde der Reaktionsansatz durch HPLC analysiert und mit einer 
LacNAc-Synthese verglichen. Anhand der Verschiebung der Retentionszeiten 
konnte die Degykosylierungsreaktion verfolgt werden. 
 
5.4.2.2 Deglykosylierung von Poly-LacNAc-Strukturen 
Die Degalaktosylierung erfolgte durch Inkubation von 5 mM Poly-LacNAc mit 
2,5 U β-Galaktosidase von Aspergillus oryzae über Nacht bei 30°C. Nach 
Abstoppen der Reaktion durch 5-minütige Inkubation bei 95°C und 
Zentrifugation wurde der Reaktionsansatz durch HPLC analysiert. 
Für die Entfernung von terminalen GlcNAc-Einheiten wurden 5 mM Poly-
LacNAc mit 0,5 U β-N-Acetylglukosaminidase von Jack bean bei 30°C über 
Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die HPLC-Analytik nach Abstoppen 
der Reaktion. 
 
5.4.3 Aufreinigung und Aminofunktionalisierung der 
Glykokonjugate 
5.4.3.1 Aufreinigung der hydrophoben Zucker über Sep-Pak-C18-
Säulen 
Die modifizierten Zuckerderivate aus den verschiedenen Synthesereaktionen 
wurden über hydrophobe Festphasenextraktion aufgereinigt. Die 
Chromatographie erfolgte mit C18 Sep-Pak® Säulen von Waters® [100 mg] 
(Tabelle 52). 
Tabelle 52: Festphasenextraktion mit C18 Sep-Pak® Säulen von Waters® 
 Lösung Volumen 
[ml] 
Äquilibrierung Methanol 
Wasser 
3 
3 
Probe Reaktionsansatz mit max. 5 mM 
Akzeptorsubstrat 
1 
Waschschritt Wasser 3 
Elution 50% Acetonitril 3 
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Die einzelnen Schritte der Aufreinigung wurden getrennt gesammelt, 
volumetrisch eingeengt, in einem geeigneten Volumen zur Herstellung einer      
10 mM Akzeptorsubstratlösung gelöst und per HPLC, CE oder DC analysiert. 
 
5.4.3.2 Herstellung von pAP-Glykosiden 
Für die Etablierung der Reduktion der Nitrogruppe von pNP-Zuckern wurde 
pNP- β-D-Galaktose als Testsubstanz gewählt. Die Reduktion erfolgte analog 
der bei Semenuk et al. (Semenuk et al., 2001) beschriebenen Methode.        
170 mg pNP-β-D-Gal wurden in 4,25 ml Wasser gelöst. In einem zweiten 
Ansatz wurden 1,2 g FeSO4*7H2O in 21,25 ml Wasser gelöst. Anschließend 
wurden beide Lösungen zusammengegeben und über 1 h tropfenweise                
2 ml NH3 (aq) unter Rühren zugegeben. Es fiel zunächst schwarzes Präzipitat 
aus, danach war eine Verfärbung zu braun-orange feststellbar. Der 
Reaktionsansatz wurde unter Rühren auf 50°C erhitzt und DC-Kontrollen 
(Kieselgel60 F254nm mit der löslichen Phase CH2Cl2 : Methanol : Ethanol : H2O = 
8 : 4 : 1 : 0,8) zum Ablauf der Reaktion durchgeführt. Nach 1,5 h war kein 
weiterer Umsatz feststellbar. Der Reaktionsansatz wurde ohne Hilfsmittel 
langsam über 1,5 h abgekühlt. Anschließend erfolgte ein Filtrationsschritt über 
einen Faltenfilter mit Nachspülen von 20 ml H2O und 15 ml Methanol. Das Eluat 
wurde ebenfalls per DC kontrolliert. Das Methanol und die Hälfte des 
Gesamtvolumens des Reaktionansatzes wurden bei 40°C abrotiert. Mit der 
aufkonzentrierten Lösung wurde eine Anionenaustauschchromatographie mit 
DOWEX 1x8 (Cl-) durchgeführt, um die Sulfatgruppen zu entfernen. Das daraus 
erhaltene Eluat wurde durch flüssigen Stickstoff eingefroren und über Nacht 
lyophillisert. Das Produkt wurde durch 1H- und 13C-NMR charakterisiert 
(Kooperation mit dem DWI an der RWTH Aachen, Prof. Dr. Martin Möller). 
 
5.4.3.3 Aminierung von Laktose 
Die Aminierung von Laktose erfolgte nach der von Lubineau et al. 
beschriebenen Methode (Lubineau et al., 1995). Dafür wurde ein 10-ml-
Reaktionsansatz mit 0,2 M Laktose, 0,2 M NH4HCO3 und 16 M NH3 gewählt, 
der 36 h bei 42°C inkubiert wurde. Die Reaktion wurde anschließend durch DC 
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(Kieselgel60 F254nm, Laufmittel Acetonitril : 25%ige Ammoniaklösung = 3:1) 
analysiert. Zur Gewinnung des aminierten Zuckers wurde die wässrige Lösung 
an einer Hochvakuumpumpe mit zwei externen Kühlfallen vorsichtig abrotiert. 
Das erhaltene kristalline Produkt wurde zum Trocknen über Nacht lyophilisiert. 
Anschließend wurde von dem Produkt ein 1H- und 13C-NMR gemessen 
(Kooperation mit dem DWI an der RWTH Aachen, Prof. Dr. Martin Möller).  
 
5.4.3.4 Entschützung der Zucker-Linker-NH2-tBoc und Aufreinigung 
Die Entschützung der aufgereinigten Zucker-Linker-NH2-tBoc erfolgte durch 
Mischung gleicher Teile an Glykosidlösung mit 2 M HCl. Der Ansatz wurde bei 
4°C über Nacht inkubiert und die Entschützung durch DC kontrolliert. Die 
Aufreinigung des Reaktionsansatzes erfolgte über DOWEX-M43, einen 
speziellen Ionentauscher, der die Adsorption von organischen und 
anorganischen Säuren bewirkte. Das Material wurde mit Wasser äquilibriert, die 
Probe aufgetragen und mit Wasser eluiert. Das Eluat wurde bis zur Trockne 
abrotiert. Nach Herstellung einer 10 mM Lösung erfolgte die Analytik durch 
HPLC-MS. 
 
 
5.5 Funktionalisierung von Oberflächen 
5.5.1 Funktionalisierung von Mikrotiterplatten 
5.5.1.1 Oberflächenfunktionalisierungen mit dem rekombianten 
Galektin His6CGL2 
5.5.1.1.1 Bindungsstudien mit dem rekombinanten Galektin 
His6CGL2 an Asialofetuin 
Verschiedene Bindungsstudien mit Asialofetuin-beschichteten Mikrotiterplatten 
erfolgten innerhalb der Diplomarbeit von Michael Knepper. Dafür wurden 200 µl 
einer 5 µg/ ml konzentrierten Asialofetuin-Lösung in 100 mM Carbonatpuffer, 
pH 9,6 in eine ImmunoTM MaxiSorp Mikrotiterplatte von Nunc pipettiert. Nach 
Über-Nacht-Inkubation konnten die Wells dreimal mit 250 µl PBS-Tween                
(50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,2; 0,05% Tween) gewaschen werden. 
Anschließend erfolgte ein Blockschritt mit einer 2%-igen BSA-PBS-Lösung für 
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eine Stunde. Nach erneutem Waschen wurden 50 µl verschieden konzentrierte 
Galektin His6CGL2-Lösung zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Quantifizierung der Bindung sollte über ein Anti-His6-Antikörper-
HRP-Konjugat erfolgen, das nach einem weiteren Waschschritt 1:1000 
verdünnt in PBS zugegeben wurde. Nach einer Stunde Inkubation und einem 
abschließenden Waschschritt konnte der Nachweis mit einer OPD-Lösung 
erfolgen. Dafür wurde eine OPD-Tablette (2 mg) von DakoCytomation® in 3 ml 
Wasser mit 1,25 µl H2O2 gelöst, 100 µl/ Well pipettiert und im Dunkeln inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 µl/Well 0.5 M H2SO4 abgestoppt. Die 
Messung des Umsatzes erfolgte bei 490 nm im Fotometer. Anschließend 
konnten die Daten mittels der Software SigmaPlot 9.0 ausgewertet werden. 
 
5.5.1.1.2 Langzeitbindungsstudien mit dem Galektin His6CGL2 
Für Langzeitbindungsstudien wurden Nunc ImmobilizerTM Amino Surface 
Mikrotiterplatten mit verschiedenen Konzentrationen an His6CGL2 parallel 
funktionalisiert (Diplomarbeit von Claudia Rech). Anschließend erfolgte die 
Inkubation bei 30°C und 240 rpm. Nach unterschiedlich langen 
Inkubationszeiten (1-8 Tage) wurden die Platten mit 300 µl/Well 100 mM 
Carbonatpuffer, 10 mM Ethanolamin, pH 9,6 für eine Stunde geblockt. 
Anschließend erfolgte die Detektion mit Hilfe des Anti-His6-Antikörper-HRP-
Konjugates analog zu  5.5.1.1.1. 
 
5.5.1.1.3 Inhibitionsstudien mit unterschiedlichen löslichen 
Glykanen 
Die hier präsentierten Inhibierungsstudien wurden mit ImmunoTM MaxiSorp 
Mikrotiterplatten funktionalisiert analog zu  5.5.1.1.1 durchgeführt. Nach dem 
Block- und Waschschritt erfolgte die Zugabe der Galektinlösung mit Zusatz von 
verschieden konzentrierten Glykanen. Dabei wurden Laktose, LacNAc, 
LacNAc-Linker-NH2-tBoc und Galili-Epitop-Linker-NH2-tBoc verwendet. 
Anschließend konnte die Detektion analog zu  5.5.1.1.1 durchgeführt werden 
(Diplomarbeit von Claudia Rech). 
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5.5.1.1.4 Bindungsstudien von ECM-Proteinen an das Galektin 
His6CGL2 
Für die Bindungsstudien mit ECM-Proteinen erfolgte die Funktionalisierung von 
ImmunoTM MaxiSorp Mikrotiterplatten analog zu  5.5.1.1.1. Nach der Galektin-
Inkubation und einem Waschschritt wurden 50 µl verschieden konzentrierte 
Fibronektin- bzw. Laminin-Lösungen pro Well zugegeben. Dieser Ansatz wurde 
eine Stunde inkubiert, gewaschen und anschließend für die Detektion mit einem 
1:1000 in PBS Anti-Fibronektin(Laminin)-Antikörper aus Kaninchen für eine 
weitere Stunde inkubiert. Dieser Antikörper wurde mit einem zweiten Antikörper, 
Anti-Kaninchen-Antikörper-HRP-Konjugat 1:1000 verdünnt in PBS, 
nachgewiesen. Die Detektion mit dem OPD-Substrat erfolgte analog zu 
 5.5.1.1.1. 
 
5.5.1.2 Oberflächenfunktionalisierung mit Zuckerstrukturen 
5.5.1.2.1 Bindungsstudien mit verschiedenen Zuckerstrukturen 
Für die Bindungsstudien in einem kleinen Maßstab wurden die diversen 
aminofunktionalisierten Zuckerstrukturen (Zucker-Linker-NH2) in aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten von Nunc (Nunc ImmobilizerTM Amino Surface) gebunden. 
Dafür erfolgte eine Verdünnung der Zuckerlösung in 100 mM Carbonatpuffer   
pH 9,6 und anschließendes Pipettieren von 100 µl/Well. Nach Über-Nacht-
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten mit 300 µl/Well 100 mM 
Carbonatpuffer, 10 mM Ethanolamin, pH 9,6 für eine Stunde geblockt. Nach 
fünfmaligen Waschen mit PBS (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,2) 
erfolgte der Inkubationsschritt mit einem kommerziellen Biotin-gekoppelten 
Lektin oder mit dem Galektin His6CGL2 (Tabelle 53, Tabelle 54). 
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Tabelle 53: Lektin-Inkubationsansatz für die Markierung von Zuckerstrukturen 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 1000 µl 
10 100 mM MnCl2 1 mM 
10 100 mM MgCl2 1 mM 
10 100 mM CaCl2 1 mM 
10 1 mg/ml Lektinlösung 10 µg 
2 Tween 20 0,05% 
958 PBS  
1000  
 
Dabei wurde entsprechend der Zuckerstruktur ein spezifisches Lektin bzw. 
Galektin verwendet (Tabelle 54). 
Tabelle 54: Verwendete Lektine bzw. Galektine für die verschiedenen Zuckerstrukturen 
Zuckerstruktur Lektin bzw. Galektin 
GlcNAc Biotin-markiertes-Lektin II von Griffonia simplicifolia 
LacNAc Biotin-markiertes Lektin von Erythrina crystagalli 
Biotin-markiertes Lektin von Psophocarpus 
tetragonolobus 
Galili-Epitop Biotin-markiertes Lektin I von Griffonia simplicifolia 
LacNAc-Strukturen 
Galili-Epitop 
Poly-LacNAc 
Sialysierte LacNAc-Strukturen 
Galektin His6CGL2 
 
Der Lektinlösung wurde 100 µl/ Well hinzugegeben und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem fünfmaligen Waschen wurde 
entweder 100 µl/ Well einer Streptavidin-Peroxidase-Lösung (1 mg/ml 
Streptavidin-Peroxidase 1:1000 verdünnt in PBS mit 0,05% Tween 20) bzw. 
einer Anti-His6-Peroxidase-Lösung (1 mg/ml Anti- His6Peroxidase 1:1000 
verdünnt in PBS mit 0,05% Tween 20) hinzugegeben und erneut eine Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem abschließenden Waschschritt 
konnte der Nachweis mit einer OPD-Lösung erfolgen. Dafür wurde eine OPD-
Tablette (2 mg) von DakoCytomation® in 3 ml Wasser mit 1,25 µl H2O2 gelöst, 
100 µl/Well pipettiert und im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von 50 µl/Well 
0,5 M H2SO4 konnte die Reaktion abgestoppt werden. Die Messung des 
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Umsatzes erfolgte bei 490 nm im Fotometer. Anschließend konnten die Daten 
mittels der Software SigmaPlot 9.0 ausgewertet werden. 
 
5.5.1.2.2 Inhibierungsstudien mit kompetetiven Glykostrukturen 
Inhibierungsstudien erfolgten mit immobilisierten GlcNAc-Strukturen. Dafür 
wurden verschieden konzentrierte GlcNAc-Lösungen in aminoreaktiven 
Mikrotiterplatten analog zu  5.5.1.2.1 immobilisiert. Nach dem Block- und ersten 
Waschschritt erfolgte die Inkubation mit der Lektinlösung, wobei in parallelen 
Ansätzen verschiedene Konzentrationen an löslichem GlcNAc hinzugefügt 
wurden. Der Nachweis des gebundenen biotinylierten Lektins II von Griffonia 
simpliciolia erfolgte analog zu  5.5.1.2.1. 
 
5.5.1.2.3 Enzymatische Markierung von terminalen LacNAc-
Strukturen 
Mit Hilfe der α3GalT sollte UDP-Gal-Biotin auf immobilisiertes LacNAc 
übertragen werden. Der Nachweis wurde mit Hilfe eines ELSAs mit einem 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat durchgeführt (Namdjou, D. J., 2006). 
Anschließend an die Immobilisierung von LacNAc, an einen Blockierungsschritt 
und an einen Waschschritt wurde pro Well der in Tabelle 55 beschriebene 
Ansatz aufgetragen (Diplomarbeit von Judith Schmiedel). 
Tabelle 55: Markierung von immobilisierten LacNAc mit UDP-Gal-Biotin 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 100 µl 
2 42 mM UDP-Gal-Biotin 0,8 mM 
1 100 mM MgCl2 1 mM 
97 0,38 U/ml α3GalT 37 mU 
100   
 
Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C. Die Kontrolle enthielt keinen 
Akzeptor. Der Nachweis der Biotin-Markierung wurde analog zu  5.5.1.2.1 
durchgeführt. Die gemessene Absorption bei 490 nm war demnach proportional 
der Menge des übertragenen Gal-Biotins und der immobilisierten LacNAc-
Strukturen. 
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5.5.1.2.4 Bindungsstudien von ECM-Proteinen an Poly-LacNAc-
funktionalisierte Mikrotiterplatten 
Für die Bindungsstudien mit ECM-Proteinen erfolgte die Funktionalisierung von 
aminoreaktiven Mikrotiterplatten analog zu  5.5.1.2.1. Nach der Galektin-
Inkubation und einem Waschschritt wurden 50 µl verschieden konzentrierte 
Fibronektin- bzw. Laminin-Lösungen pro Well zugegeben. Dieser Ansatz wurde 
eine Stunde inkubiert, gewaschen und anschließend für die Detektion mit einem 
1:1000 in PBS Anti-Fibronektin(Laminin)-Antikörper aus Kaninchen für eine 
weitere Stunde inkubiert. Dieser Antikörper wurde mit einem zweiten Antikörper, 
Anti-Kaninchen-Antikörper-HRP-Konjugat 1:1000 verdünnt in PBS, 
nachgewiesen. Die Detektion mit dem OPD-Substrat erfolgte analog zu 
 5.5.1.1.1. Parallel dazu wurden auch Bindungsstudien mit Laminin und 
Fibronektin ohne das Galektin His6CGL2 durchgeführt. Ebenso wurde die 
Bindung der extrazellulären Matrixproteine durch Zugabe von kompetitiven 
Zuckern inhibiert. 
 
5.5.2 Funktionalisierung von PEG-Sternschichten 
Die Herstellung der PEG-Sternschichten erfolgte nach der von Groll et al. 
beschriebenen Methode in enger Koopertaion mit Dipl.-Chem. Peter Gasteier 
(DWI an der RWTH Aachen) (Groll et al., 2005; Groll et al., 2005). Als zu 
funktionalisierende Oberflächen wurden entweder Glas- oder Siliziumsubstrate 
verwendet. Die Glassubstrate (runde 18 mm-Deckgläschen) wurden mit einem 
Diamantschreiber markiert, um Vorder- und Rückseite unterscheiden zu können. 
Anschließend erfolgte ein Säuberungsschritt bestehend aus einer dreiminütigen 
Inkubation  im 30°C warmen Ultraschallbad nacheinander in Wasser, Aceton 
und Isopropanol und Trocknung im Stickstoffstrom. Die gereinigten Oberflächen 
wurden anschließend 12 min durch Ozon bzw. durch Sauerstoffplasma aktiviert. 
Nach Überführung der Substrate in die Glovebox erfolgte die 
Aminosilanisierung durch eine zweistündige Inkubation in einer Lösung von    
0,3 ml N-[3-(trimethoxysilyl)propyl]ethylendiamin in 50 ml trockenem Toluol. 
Nach einem Waschschritt mit Toluol wurden die aminofunktionalisierten 
Oberflächen für das Spincoaten im Stickstoffstrom getrocknet. Parallel wurden 
100 mg synthetisiertes Stern-PEG-Prepolymer (12000 g/mol) in 1 ml THF gelöst. 
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Nach Zugabe von 9 ml Wasser startete die Polymerisierungsreaktion. Nach 5 
min Vorinkubation wurden die PEG-Sterne auf die vorbehandelten Oberflächen 
durch einen 0,2 µm Spritzenfilter getropft und durch den Spincoater für 40 sec 
bei 2500 rpm gleichmäßig verteilt. Dadurch entstand eine 30 nm dicke PEG-
Sternschicht. Für die weitere Funktionalisierung mit Proteinen oder Glykanen 
konnte entweder die entsprechende Lösung direkt zum Spin Coaten zugegeben 
werden. Alternativ ließ man die PEG-Sternschichten zunächst eine halbe 
Stunde auf den Oberflächen vorpolymerisieren, bevor durch Mikrokontakt-
Stempeln oder einfaches Auftropfen die Funktionalisierung erfolgte. 
Das Mikrokontakt-Stempeln erforderte die Herstellung von Silikonstempeln. 
Dafür wurden fluorierte Silizium-Master mit verschiedenen Mustern im 
Ultraschallbad mit Aceton, Wasser und Isopropanol nacheinander gewaschen 
und im Stickstoffstrom getrocknet. Anschließend wurden diese 12 min unter   
UV/ Ozon aktiviert und zur Herstellung der PDMS-Stempel eingesetzt. Vom 
Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit wurden 15 g Base-Komponente mit          
1,5 g Curing Agent homogen gemischt und in einem Exikator unter 
verminderten Druck entgast. Die blasenfreie Silikonmasse wurde in runde 
Gussformen (∅ 10 mm), die auf dem Master positioniert waren, gefüllt und bei 
65°C für zwei Stunden ausgehärtet. Abschließend erfolgte die Reinigung der 
Stempel für 3 min in Ethanol im Ultraschallbad und die Trocknung im 
Stickstoffstrom. Für das Mikrokontakt-Stempeln wurden die Stempel teilweise      
2 min mit Ozon aktiviert und anschließend mit verschiedenen Zucker- bzw. 
Proteinlösungen für ca. eine halbe Stunde inkubiert. Anschließend wurde der 
beschichtete Stempel im Stickstoffstrom vorsichtig getrocknet und auf die 
synthetisierten und eine halbe Stunde vorpolymerisierten PEG-Sternschichten 
gesetzt. Die Funktionalisierung der Schichten erfolgte dann über Nacht bei 
Raumtemperatur. 
Der Erfolg der Funktionalisierungen wurde entweder durch einen ELISA 
fotometrisch oder durch Fluoreszenzmikroskopie mit dem 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 von Zeiss analysiert. Das Mikroskop besaß 
eine XBO 75 Lampe von Zeiss als Lichtquelle und die Filtersysteme 6, 7 und 31 
von Zeiss (Tabelle 56). 
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Tabelle 56: Filtersysteme des verwendeten Fluoreszenzmikroskops 
Filter Emission Agenz 
6 λ ≥ 470 nm Alexa Fluor 488 
Texas Red-Avidin 
Fluoreszein 
7 λ = 540 ± 25 nm Alexa Fluor 488 
Fluoreszein 
31 λ = 620 ± 60 nm TexasRed-Avidin 
 
Die Dokumentation erfolgte mit der Princeton Instruments NTE/CCD 512EBFT 
Kamera. 
 
5.5.2.1 Funktionalisierung mit dem rekombinanten Galektin 
His6CGL2 
Die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten mit dem rekombinanten 
Galektin His6CGL2 erfolgte durch Mikrokontakt-Stempeln. Dafür wurde das 
Galektin in Wasser auf 50 µg/ml verdünnt. Das Stempeln musste mit nicht 
aktivierten PDMS-Stempeln durchgeführt werden. Nach der Funktionalisierung 
und Auspolymerisierung der Schichten über Nacht wurden die modifizierten 
Oberflächen zunächst in PBS (50 mM Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7,2)  für 
mindestens eine Stunde gewaschen. Der Nachweis des gebundenen Galektins 
gelang über den AlexaFluor 488-AntiHis6-Antikörper von Qiagen. Dieser wurde 
1:1000 mit PBS verdünnt zu den Oberflächen gegeben, eine Stunde lang bei 
4°C schütteln inkubiert und abschließend durch einen Waschschritt mit Wasser 
entfernt. Nach Trocknung der Oberflächen im Stickstoffstrom wurden sie im 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan2 von Zeiss analysiert. Die Dokumentation 
erfolgte mit der Princeton Instruments NTE/CCD 512EBFT Kamera mit dem 
Filter 7. 
 
5.5.2.2 Funktionalisierung mit Zuckerstrukturen 
5.5.2.2.1 Funktionalisierung mit Laktosylamin 
Die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten mit Laktosylamin erfolgte über 
das Spacermolekül Disuccimidylglutarat (DSG), direkt durch Auftropfen oder 
durch gemeinsames Spincoaten mit den PEG-Sternprepolymer. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 
 
222 
Beim Arbeiten mit dem Spacer DSG war sowohl die Spacerkonzentration als 
auch die Reaktionszeit des Spacers mit der Oberfläche kritisch. Hierbei wurde 
mit über Nacht auspolymerisierten PEG-Sternschichten gearbeitet. Allgemeines 
Ablaufschema der Kopplung war die Inkubation der PEG-Oberflächen für 2 min 
in der Spacerlösung (0,5–25 mM gelöst in 0,1 M HEPES, pH 8), anschließend 
gründliches Waschen der Oberflächen mit 0,1 M HEPES pH 8 und 20 min 
Inkubation in einer 10 mM Zuckerlösung. Abschließend wurden die Oberflächen 
mit Wasser gewaschen und 15 min in 50 mM TrisHCl pH 8,7 zur Abreaktion von 
noch nicht gebundenen Spacergruppen inkubiert. Bis zur Analytik durch einen 
Lektinnachweis mit dem biotinylierten Lektin von Psophocarpus tetragonolobus 
erfolgte die Lagerung der Oberflächen in HEPES-Puffer. Der Nachweis gelang 
nach ausgiebigem Waschen mit Wasser durch eine einstündige Inkubation mit 
1 ml Lektinlösung (Tabelle 53). Die Detektion des gebundenen Lektins wurde 
analog zu der in  5.5.1.2.1 beschriebenen Methode mit Hilfe des Streptavidin-
Peroxidase-Konjugates durchgeführt. 
Die Funktionalisierung von PEG-Sternschichten ohne DSG erfolgte durch 
Inkubation eines eine halbe Stunde lang vorpolymersierten Substrates in       
100 mM Lactosylamin über Nacht. Die auf diese Weise funktionalisierten 
Schichten wurden als Akzeptorsubstrate für die enzymatische Biokatalyse mit 
den beiden Enzymen β3GlcNAcT und β4GalT genutzt (Tabelle 57). Als 
Negativkontrolle diente dabei eine PEG-Star-Oberfläche. Außerdem wurden 
einem Ansatz keine Enzyme zugesetzt, einem anderen keine UDP-Galaktose. 
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Tabelle 57: Reaktionsansatz für die Poly-LacNAc-Biokatalyse auf funktionalisierten PEG-
Sternschichten 
Volumen 
[µl] 
Lösungen Endkonzentration  
in 1000 µl Testansatz 
100 10 mg/ml BSA 1 mg/ ml 
100 1 M HEPES-NaOH, 250 mM KCl, 
10 mM DTT, pH 7,2 
100 mM HEPES, 25 mM KCl,           
1 mM DTT 
5 100 mM MnCl2 0,5 mM 
5 100 mM MgCl2 0,5 mM 
50 100 mM UDP-GlcNAc 5 mM 
50 100 mM UDP-Gal 5 mM 
20 1 U/µl alkalische Phosphatase 20 U 
300 0,6 U/ml His6Propeptid-
catβ4GalT-1 
180 mU 
370 0,12 U/ml β3GlcNAcT 44 mU 
1000  
 
Die Inkubation der Oberflächen in der Reaktionslösung fand bei 30°C über 
Nacht statt. Nach einem ausgiebigen Waschschritt mit PBS erfolgte die Analytik 
mit dem His6-getaggten Galektin analog zu der in  5.5.1.2.1 beschriebenen 
Methode mit Hilfe des Anti-His6-HRP-Antikörper-Konjugates. 
Als weitere Oberflächenmodifizierung kam das SpinCoaten von einer PEG-Star-
Zuckermischung zur Anwendung. Dafür wurde die PEG-Star-Lösung zunächst 
4 min vorpolymersiert, bevor der Zucker Laktosylamin dazugegeben wurde. 
Hierbei wurden 0,1 mg/ml Zucker eingesetzt, so dass statistisch der Zucker nur 
an 1-3 Arme pro sechs-armigen Stern binden konnte. Nach Auspolymerisation 
der Oberflächen erfolgte der Nachweis über die Bindung des His6-getaggten 
Galektins CGL2. Dafür wurde die Oberfläche nach einem ausgiebigen 
Waschschritt mit Wasser in 1 ml His6CGL2-Lösung (0,1 mg/ml in PBS) für eine 
Stunde inkubiert. Anschließend konnte die Detektion und 
Fluoreszenzmikroskopie analog zu  5.5.2.1 durchgeführt werden. 
 
5.5.2.2.2 Funktionalisierung mit pAP-Gal 
Die Funktionalisierung der PEG-Sternschichten mit pAP-Gal erfolgte zum einen 
über den Spacer DSG, zum anderen durch Mikrokontakt-Stempeln. 
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Das Ankoppeln des pAP-Gal über den Spacer DSG wurde analog zu  5.5.2.2.1 
durchgeführt. Jedoch wurden hierbei die Inkubationszeit mit dem Spacer        
(0-16 min) und die Spacerkonzentration (0,01-10 mM) variiert, um die optimalen 
Parameter zu bestimmen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des Galektins 
His6CGL2 und dem Anti-His6-Antikörper-HRP-Konjugat wie in Kapitel  5.5.2.2.1 
beschrieben. 
Für das Mikrokontakt-Stempeln wurden die Stempel durch eine 20-minütige 
Ozonbehandlung aktiviert und eine pAP-Gal-Lösung (10 mg/ml in 50% 
Acetonitril) aufgetropft, die nach 10 min in einem Stickstoffstrom getrocknet 
wurden. Nach einer Stunde Vorpolymerisation der 30 nm dicken PEG-
Sternschichten wurde jeweils ein Stempel pro Schicht aufgesetzt und 20 min 
inkubiert. Nach der Kontaktzeit erfolgte die vorsichtige Entfernung der Stempel 
und Inkubation der Oberflächen über Nacht bei Raumtemperatur. Am folgenden 
Tag wurden die Schichten ausgiebig mit PBS gewaschen, bevor die 
Oberflächen mit einer Lektinlösung mit biotinylierten Lektin von Psophocarpus 
tetragonolobus entsprechend Tabelle 53 für eine Stunde bei 4°C schüttelnd 
inkubiert wurden. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation mit 
TexasRed-Avidin entsprechend den Vorschriften von Invitrogen. Die 
abschließende Fluoreszenzmikroskopie wurde zur Analytik und Dokumentation 
genutzt. 
 
5.5.2.2.3 Funktionalisierung mit Zucker-Linker-NH2 
Die Funktionalisierung der PEG-Sternschichten mit den entschützten und 
aufgereinigten Zucker-Linker-NH2-tBoc erfolgte durch Mikrokontakt-Stempeln. 
Dafür wurden die Stempel zunächst durch Ozon aktiviert, bevor eine 1-5 mM 
wässrige Lösung des jeweiligen Zuckers aufgetropft wurde. Nach ca. einer 
halben Stunde Inkubation wurden die Stempel im Stickstoffstrom getrocknet 
und auf die vorbereiteten, eine halbe Stunde vorpolymerisierten PEG-
Sternschichten gesetzt. Nach Über-Nacht-Inkubation bei Raumtemperatur 
erfolgte ein Waschschritt mit PBS schüttelnd für eine Stunde bei 4°C, bevor 
eine entsprechende Lektinlösung (Tabelle 53) zu den Schichten gegeben wurde 
(Tabelle 58). 
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Tabelle 58: Verwendete Lektine für die Analyse mit Fluoreszenzmikroskopie 
Zuckerstruktur Lektin bzw. Galektin 
GlcNAc Fluoreszein-markiertes Lektin II von Griffonia simplicifolia 
LacNAc Biotin-markiertes Lektin von Erythrina crystagalli 
Fluoreszein-markiertes Lektin von Erythrina crystagalli 
Biotin-markiertes Lektin von Psophocarpus tetragonolobus 
Galili-Epitop Biotin-markiertes Lektin I von Griffonia simplicifolia 
Poly-LacNAc Galektin His6CGL2 
 
Die Biotin-markierten Lektine wurden nach einem Waschschritt noch mit 
TexasRed-Avidin entsprechend den Vorschriften von Invitrogen inkubiert. Für 
die Detektion des Galektins wurde ein Penta HisTM Alexa Fluor 488 -Antikörper 
verwendet, der entsprechend den Vorschriften von Qiagen eingesetzt wurde. 
Abschließend erfolgte die Analyse und Dokumentation der Schichten durch 
Fluoreszenzmikroskopie, teilweise auch durch Rasterkraftmikroskopie.  
Die Analyse mit Rasterkraftmikroskopie wurde analog zu der beschriebenen 
Methode von J. Groll am DWI der RWTH Aachen durchgeführt (Groll, 2004). 
Für die Analyse von PEG-gebundenen Zuckern mittels 
Kontaktwinkelmessungen und Photoelektronenspektroskopie wurden auch 
PEG-Sternschichten durch Auftropfen der Zuckerlösung unstrukturiert 
hergestellt. Die Photoelektronenspektroskopie-Analyse erfolgte durch ein        
X-ProbeTM206 Spektrometer von Surface Science Istruments (USA). Dabei 
wurde eine Aluminiumanode als Röngtenstrahlquelle genutzt. Die 
Bindungsenergie bezogen auf Kohlenwasserstoff wurde auf 285 eV eingestellt, 
der Emissionswinkel der Elektroden auf 55°. Damit wurde eine Messtiefe für die 
Polymeroberflächen von ungefähr 10 nm erreicht. Die Kontaktwinkelmessungen 
erfolgten mit dem Goniometer Mikroskop G 402 (Krüss, Deutschland) durch 
„sessile drop“-Methode. 
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5.6 Aufbau einer artifiziellen extrazellulären Matrix 
Für den Aufbau einer artifiziellen Matrix wurden PEG-Sternschichten verwendet, 
die entweder mit His6CGL2, mit Poly-LacNAc oder mit Poly-LacNAc-His6CGL2 
funktionalisiert waren. 
5.6.1 Aufbau und Nachweis einer Laminin-Matrix 
Die Bindung von Laminin an die funktionalisierten PEG-Schichten erfolgte durch 
Inkubation der Oberflächen in 1 ml 5 µg/ml Laminin-Lösung. Nach einer Stunde 
schüttelnder Inkubation bei 4°C wurde die Detektion nach einem Waschschritt 
mit PBS durchgeführt. Dafür wurden die Oberflächen 1 h schüttelnd bei 4°C mit 
1 ml  1 µg/ml Anti-Laminin-Antikörper aus Kaninchen inkubiert. Der Nachweis 
des Antikörpers erfolgte durch einen sekundären fluoreszierenden Antikörper, 
Anti-Kaninchen IgG - Atto 594. Dieser wurde in der Endkonzentration von          
1 µg/ml eingesetzt. Ebenfalls wurde in diesem letzten einstündigen 
Inkubationsschritt das Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugat zugefügt für die 
parallele Detektion des Galektins His6CGL2. Die Analyse und Detektion der 
Oberflächen erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie. 
 
5.6.2 Aufbau und Nachweis einer KollagenIV-Matrix 
Die Bindung von Kollagen IV an die funktionalisierten PEG-Schichten erfolgte 
durch Inkubation der Oberflächen in 1 ml 5 µg/ml KollagenIV-Lösung. Nach 
einer Stunde schüttelnder Inkubation bei 4°C wurde die Detektion nach einem 
Waschschritt mit PBS durchgeführt. Dafür wurden die Oberflächen 1 h 
schüttelnd bei 4°C mit 1 ml 1 µg/ml Anti-KollagenIV-Antikörper aus Maus 
inkubiert. Der Nachweis des Antikörpers erfolgte durch einen sekundären 
fluoreszierenden Antikörper, Anti-Maus-IgG Atto 594. Dieser wurde in der 
Endkonzentration von 1 µg/ml eingesetzt. Ebenfalls wurde in diesem letzten 
einstündigen Inkubationsschritt das Penta-His Alexa Fluor 488 Konjugat 
zugefügt für die parallele Detektion des Galektins His6CGL2. Die Analyse und 
Detektion der Oberflächen erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie. 
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5.6.3 Aufbau und Nachweis einer Fibronectin-Matrix 
Die Bindung von Fibronektin an die funktionalisierten PEG-Schichten erfolgte 
durch Inkubation der Oberflächen in 1 ml 5 µg/ml Fibronektin-Lösung. Nach 
einer Stunde schüttelnder Inkubation bei 4°C wurde die Detektion nach einem 
Waschschritt mit PBS durchgeführt. Dafür wurden die Oberflächen 1 h 
schüttelnd bei 4°C mit 1 ml 1 µg/ml Anti-Fibronektin-Antikörper aus Kaninchen 
inkubiert. Der Nachweis des Antikörpers erfolgte durch den sekundären 
fluoreszierenden Antikörper analog zu  5.6.1. 
 
5.7 Zellkulturexperimente mit den neuen biohybriden 
Oberflächen 
Die Zellkulturexperimente wurden mit PEG-Sternschichten auf Glas 
durchgeführt, die mit His6CGL2, mit His6CGL2-extrazelluläre Matrixprotein, mit 
Poly-LacNAc, mit Poly-LacNAc-His6CGL2, mit Poly-LacNAc-His6CGL2-
extrazelluläre Matrixprotein oder mit Poly-LacNAc- extrazelluläre Matrixprotein 
funktionalisiert waren. Dabei wurden die Inkubationsschritte mit den Antikörpern 
für die Detektion weggelassen. Als Negativkontrolle wurde eine nicht 
funktionalisierte PEG-Sternschicht verwendet. 
 
5.7.1 Kultivierung 
Die Anzucht der Zellen wurde von Dr. Jochen Salber (DWI an der RWTH 
Aachen) durchgeführt.  
NIH L929 Mausfibroblasten wurden für die Zellkulturexperimente genutzt. Zellen 
der vierten Passage wurden aus der Stammhaltung routinemäßig in Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM, PAA, Germany) mit zugesetztem 10% fetalem 
Kalbserum, 200 mM L-Glutamin and 10 ml/L Penicillin/ Streptomycin unter           
5 Vol.-% CO2 Atmosphäre bei 37°C angezogen. Die Zellen wurden nach einer 
Behandlung mit Trypsin auf die jeweiligen Oberflächen ausplattiert. 
Des Weiteren wurden  Experimente mit humanen dermalen Fibroblasten der  
10. Passage durchgeführt. Die Zellen wurden in DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium), das 10% FCS (Fetal Calf Serum) und 1% Penicillin/ 
Streptomycin enthielt, bei 37°C und 5% CO2 im Begasungsbrutschrank kultiviert. 
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Im Zustand einer 90%-igen Subkonfluenz wurden die Zellen trypsiniert, um sie 
von der Oberfläche zu lösen. Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert, das 
Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert und mit einer definierten Zellzahl 
auf einer Oberfläche ausplattiert. 
 
5.7.2 Bestimmung der Zytotoxizität durch Vitalfärbung 
Für die Bestimmung der Zytotoxizität der hergestellten biohybriden Schichten 
wurde das Live/Dead®Viability/Cytotoxicity Assay Kit von Invitrogen verwendet. 
Dafür wurden die Zelloberflächen zunächst dreimal mit sterilem PBS 
gewaschen. Anschließend wurden die Schichten mit der Färbelösung, 
bestehend aus 10 µl 2 mM Ethidium-Homodimer [gelöst in DMSO : Wasser 
(1:4)], 2.5 µl Calcein AM [gelöst in DMSO] und 5 ml sterilem PBS, überschichtet. 
Nach einer halbstündigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden 
die Oberflächen durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert und dokumentiert. 
 
5.7.3 Analyse der Zellmorphologie durch die Hämalaunfärbung 
Die Analyse der Zellmorphologie erfolgte durch Lichtmikroskopie mit dem 
Mikroskop Axiovert 100A (Carl Zeiss, Deutschland). Dafür wurden die Zellen 
zunächst mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 4%-igem Formaldehyd in 
PBS fixiert. Nach Entfernung des Formaldehyds durch vier- bis fünfmaliges 
Waschen mit Wasser erfolgte die Anfärbung der Zellen durch Meyer´s 
Hämalaunfärbelösung für 10 min. Abschließend wurden die Zellen wiederum 
mit Wasser ausgiebig gewaschen und unter dem Lichtmikroskop analysiert. 
 
5.7.4 Anfärbung des Aktin-Zytoskeletts der Zellen 
Die Anfärbung des Aktin-Zytoskeletts der Zellen erfolgte durch Fluoreszenz-
markiertes Phalloidin (Alexa Fluor 568 Phalloidin). Dafür wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und anschließend durch 20-minütige Inkubation mit 4%-igem 
Formaldehyd in PBS fixiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die 
Permeabilisierung der Zellen durch 3- bis 5-minütige Inkubation mit 
0,1%Triton®X-100 in PBS bei -20°C. Die 20-minütige Inkubation mit einer     
1%-igen BSA-Lösung in PBS nach einem weiteren Waschschritt sollte eine 
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unspezifische Anfärbung minimieren. Abschließend wurden die Zellen für        
20-30 min in der Färbelösung bestehend aus 15 µl Alexa Fluor 568 Phalloidin in 
600 µl 1%-iger BSA-Lösung in PBS gelagert. Die Analyse und Dokumentation 
erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes. 
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CHEMIKALIEN UND 
INSTRUMENTE 
Chemikalien 
 
Acetonitril Roth, Karlsruhe  
Agarose               Roth, Karlsruhe 
Alexa Fluor® 568 Phalloidin   Invitrogen™, Paisley, UK 
Alkalische Phosphatase   Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Ampicillin                Roth, Karlsruhe 
Anti-Fibronektin aus Kaninchen   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-His6-Peroxidase    Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Anti-Kaninchen Atto 594   BioChemika, Taufkirchen 
Anti-Kollagen IV aus Maus   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Laminin aus Kaninchen   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Anti-Maus Atto 594    BioChemika, Taufkirchen 
Ammoniumperoxodisulfat                           Roth, Karlsruhe 
Benzonase Nuklease    Novagen, Darmstadt 
BSA      Roth, Karlsruhe 
cDNS (human, mesangial) persönliche Gabe von Dr. Eitner, Uniklinikum 
Aachen  
Coomassie Blue                Invitrogen™, Paisley, UK 
Coomassie Brilliant Blue G-250          Roth, Karlsruhe 
DAB-Substrat     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
DTT      Merck, Darmstadt 
EcoRI      Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
E. coli BL21(DE3)                    Novagen, Darmstadt 
E. coli NovaBlue                        Novagen, Darmstadt 
Essigsäure     Roth, Karlsruhe 
Ethanol                                Roth, Karlsruhe 
Ethanolamin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ethidiumbromid                         Roth, Karlsruhe 
Fibronektin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Glycerin     Merck, Darmstadt 
Größenstandard DNS                    Fermentas, St. Leon-Rot 
Größenstandard Protein   Fermentas, St. Leon-Rot 
Hämalaun, Mayer´s    Merck, Darmstadt   
HCl      Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt (Bacto-)  RD Berton Dickinson, Le Pont du Claix, 
Frankreich 
HEPES                                        Roth, Karlsruhe 
Imidazol                                        Fluka, Buchs, Schweiz oder Roth, Karlsruhe 
IPTG                                             Roth, Karlsruhe  
K2HPO4                                       Merck, Darmstadt 
KCl      Merck, Darmstadt 
KH2PO4     Merck, Darmstadt 
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Kollagen IV     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
KOD Hot Start DNS Polymerase Kit  Novagen, Darmstadt 
Ladepuffer (Loading Dye)   Fermentas, St. Leon-Rot 
α-Laktose     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Laminin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
LDS sample buffer                            Invitrogen™, Paisley, UK 
Live/dead Viability Kit    Invitrogen™, Paisley, UK 
Methanol     Roth, Karlsruhe 
MnCl2      Merck, Darmstadt 
NaCl                                          Roth, Karlsruhe 
NaOH                                         Merck, Darmstadt 
Ni2+-NTA-Material                        Qiagen, Hilden 
NucleoSpin Extract II Kit             Macherey und Nagel, Düren 
OPD Tabletten     DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 
Penta-His™ Alexa Fluor® 488 Konjugate Qiagen, Hilden 
pET-Vektoren                                Novagen, Darmstadt 
Pflanzliche Lektine, gelabelt   Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA 
Plasmidpräparationskit                        Peqlab, Erlangen  
Primer                                              Biomers 
PVDF-Membran    BioRad, München 
QuikChange II XL Mutagenesis Kit  Stratagene, Amsterdam 
Restriktionsenzyme und -puffer     Fermentas, St. Leon Rot 
SAP und Puffer     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
SDS      Roth, Karlsruhe 
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
T4 Ligase und Puffer    Fermentas, St. Leon Rot 
TEMED                                Roth, Karlsruhe 
Tris                                             Roth, Karlsruhe 
Trypton (Bacto-)  RD Berton Dickinson, Le Pont du Claix, 
Frankreich 
Tween 20  Roth, Karlsruhe 
UDP-Glc Kyowa Hakko, Darmstadt  
UDP-Gal-4-Epimerase  Calbiochem, Darmstadt 
 
 
Instrumente 
 
2D-Schüttler    IKA KS 130 basic    IKA, Staufen 
3D-Schüttler    Polymax 1040     Heidolph, Schwabach 
ÄktaPrime    Äkta™prime    GE Healthcare,  
PrimeView™ Software   Freiburg 
Autoklav    Varioklav 135S    H+P, Oberschleißheim 
Blotapparatur    Xcell II™ Blot Modul Version G   Invitrogen, Paisley, UK 
Fotometer  SPECTRAmax Plus   Molecular Devices,  
SOFTmax Pro Software  Ismaning 
DNA-Gelkammer  Mini-Sub Cell GT   Bio-Rad, München 
    Wide Mini-Sub Cell GT 
Protein-Gelkammer  Xcell SureLock™ Mini-Cell,  Invitrogen, Paisley, UK 
Version G 
Inkubator    Multitron Version 2 Aquatron   Infors, Bottmingen 
HPLC     Probengeber ASI-100, Detektor  Dionex GmbH, Idstein 
160S, Pumpe P480, Säulenofen 
BS1, Degaser DG1310, 
Chromeleon Software (Client 
Version 4.10 Build 2.80) von 
Softron 1994-1998 
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Mikrotiterplatten   Nunc Immobilizer™ Amino-  Nunc GmbH,  
Platten, U16 Maxisorp Loose   Wiesbaden 
Nunc-Immunoplatten 
Mikrozentrifuge   Millifuge CT10, Millipore   Hitachi, Tokyo, Japan 
pH-Meter    pH-Meter CG842    Schott, Mainz 
Rotationsverdampfer   Heidolph VV1     Heidolph Instruments 
Säulen für die   C18 Sep-Pak®-Säulen    Waters GmbH,  
Festphasenextraktion       Eschborn   
Sorvall Zentrifuge   RC-5B Refrigerated Superspeed Du Pont, Bad Homburg 
Centrifuge, SS34-Rotor,   
SLA3000-Rotor 
Thermoblock    HLC Kühl-Heiz-ThermoMix KTM HLC, Bovenden 
100 RP 
Tischautoklav    Tuttnauer 2540ELC    Systec, Wettenberg 
Tischzentrifuge   Rotina 35R,    Hettich, Tuttlingen 
    Ausschwingrotor 10-fach 
Winkelrotor 30-fach 
Ultraschall    Sonoplus Homogenisator HD 200 Bandelin, Berlin  
VivaSpin    VivaSpin     VivaScience, Hannover 
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